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IS Interner Standard 
ISIW Isotopenmarkierter interner Standard Isoleucyl-Tryptophan 
ISWL Isotopenmarkierter interner Standard Tryptophanyl-Leucin 
K‘  











Ki Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes 
Ki-C Dissoziationskonstante des Enzym(C-Domänen)-Inhibitor-Komplexes 
Ki-N Dissoziationskonstante des Enzym(N-Domänen)-Inhibitor-Komplexes 
KKS Kinin-Kallikrein-System 
Km 




MDA, -d2 Malondialydehyd, -d2 
mmHg mm Quecksilbersäule 
MPH Molkenproteinhydrolysat 





MWCO molecular weight cut-off, molekulare Ausschlussgröße 
n Anzahl an Messungen 
n.a. nicht angegeben 
n.b. nicht bestimmt 
NMR nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz (-spektroskopie) 
NO Stickstoffmonoxid 
NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy 




pH potentia hydrogenii 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
rACE Ratten-Plasma-ACE 
ROESY rotating frame Overhauser enhancement spectroscopy 
RP-HPLC Umkehrphasen-Hochdruckflüssigchromatographie 
RPH Reisproteinhydrolysat 
sACE somatisches ACE 
s Standardabweichung 
SD Standardabweichung 
SDK Seryl-α-Aspartyl-Lysin (Ser-Asp-Lys) 
SET single electron transfer, Elektronentransfer 
SGV simulierte gastrointestinale Verdauung 
SHR spontan hypertensive Ratten 
SPLET sequentieller Protonenverlust und Elektronentransfer 
T Thermolysin 
tACE germinales ACE 
TBA thiobarbituric acid, Thiobarbitursäure 
TBARS Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen  
TE Trolox equivalent 
TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity 
TMP 1,1,3,3-Tetramethoxypropan 
TMS Tetramethylsilan 













1 Einleitung und Zielstellung 
 
Gesundheitsbewusste Ernährung wird für viele Menschen in Deutschland immer wichtiger. Die Studie 
zur Ernährung 2017 „Iss was, Deutschland“ (Techniker Krankenkasse 2017) unterstreicht die Aussage 
und macht auf die Bedeutung des Zusammenspiels zwischen Ernährung und Gesundheit sowie 
ernährungsbedingte Krankheiten, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, aufmerksam. Der nationale 
Aktionsplan IN FORM der Bundesregierung hat das Ziel, das Ernährungsverhalten bis 2020 deutlich zu 
verbessern. Er greift die Komplexität des Zusammenhanges zwischen Ernährung und Gesundheit auf 
und schlussfolgert, dass bislang zu wenig hinreichende Erkenntnisse zu Bestandteilen der Ernährung 
und deren physiologischer Wirkung vorliegen und verlangt nach wissenschaftlichen Belegen zu deren 
präventiver Wirksamkeit (Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft 2014). 
 
Funktionelle Lebensmittel („Functional Food“) sind „Lebensmittel, die über ihre Ernährungsfunktion 
hinaus gesundheitlich bedeutsame, physiologische Parameter langfristig und gezielt beeinflussen 
sollen“ (Schmid, Dr. Wolfgang - Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 
2017). Eine Marktanalyse zum Interesse an Functional Food ergab eine deutliche Kaufbereitschaft von 
Produkten mit gesundheitsfördernder Wirkung auf Immunsystem, Gehirn, Herz und andere Zielorgane 
(Ipsos 2012). Der Umsatz derartiger Produkte hat sich in den Jahren 1995 bis 2009 verzehnfacht, auf 
knapp 5 Mrd. € (Lebensmittelzeitung 2011). In Deutschland konsumierten im Jahr 2013 circa 1 Mio. 
Menschen etwa einmal pro Woche funktionelle Lebensmittel (Gesellschaft für integrierte 
Kommunikationsforschung 2013). Den größten Anteil wertgebender Komponenten machen zurzeit 
Vitamine, Mineralstoffe als auch Omega-3-Fettsäuren aus. Eine weitere Klasse funktioneller 
Inhaltsstoffe stellen die bioaktiven Peptide dar, welche einen forschungsintensiven Schwerpunkt 
einnehmen. Sie liegen inaktiv in ihren Vorläuferproteinen vor, werden durch gezielte Hydrolyse aus 
diesen freigesetzt und können in Abhängigkeit ihrer Aminosäurezusammensetzung verschiedene 
physiologische Wirkungen aufweisen (Korhonen & Pihlanto 2006; Kitts & Weiler 2003). Neben 
antibakteriellen, mineralbindenden, opioiden oder auch immunstimulierenden Peptiden, stehen 
blutdrucksenkende, sogenannte antihypertensive Peptide, im Fokus der Forschung. Innerhalb der 
Gruppe der bioaktiven Peptide bilden sie die am besten erforschte Peptidklasse (Daskaya-Dikmen et al. 
2017). Von Bluthochdruck (Hypertonie) wird in Europa ab einem Wert von 140/90 mm Hg 
(systolisch/diastolisch) gesprochen. Er gilt als Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen, die den 
Lebensstil- oder auch Zivilisationserkrankungen zugeordnet werden und bei deren Entstehung die 
Ernährung als bedeutender Einflussfaktor angesehen wird (Techniker Krankenkasse 2017). Aufgrund 
der mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen verbundenen hohen Mortalitätsrate, hat die USA (American 
College of Cardiology/American Heart Association) aktuell die Grenzen zur Einstufung von 
Bluthochdruck auf 130/80 mmHg gesenkt (Whelton et al. 2017). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit 
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der Entwicklung präventiver Ansätze zum Erhalt eines normalen Blutdrucks, welcher mit dem 
Herauszögern einer medikamentösen Behandlung einhergehen kann. Das Angiotensin-Converting 
Enzym (ACE), eingebunden in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, nimmt eine Schlüsselrolle 
bei der Blutdruckregulation ein (Sibony et al. 1993), weshalb ACE-Hemmer in der Behandlung von 
Hypertonie einen hohen Stellenwert besitzen (Law et al. 2009). Antihypertensive Peptide könnten 
aufgrund ihres ACE-inhibitorischen Potentials einen präventiven Beitrag zum Erhalt eines normalen 
Blutdrucks leisten. Neben einer physiologischen Wirkung könnten Proteinhydrolysate auch eine 
technologische Funktion im Rahmen der Lebensmittelproduktion einnehmen. Bezugnehmend auf ihr 
mögliches antioxidatives Potential, könnten sie eine Alternative zu synthetischen Antioxidationsmitteln 
darstellen und die Lagerstabilität und damit Qualität von Lebensmitteln erhöhen. 
 
Die zunehmende Bedeutung eines ethisch-moralisch sowie ökologisch nachhaltigen Konsums führt zu 
einem Wandel der Ernährungsgewohnheiten (Techniker Krankenkasse 2017). Im Rahmen der an 
Bedeutung gewinnenden vegetarischen als auch veganen Ernährung nehmen pflanzliche Produkte und 
demnach pflanzliche Proteine einen hohen Stellenwert ein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher 
Pflanzenproteine vergleichend zum tierischen Protein (Molkenprotein) als Quelle bioaktiver und 
antioxidativer Peptide untersucht. Potente ACE-inhibitorische Peptide wurden in ausgewählten 
Pflanzenproteinen nach optimierter enzymatischer Hydrolyse identifiziert und quantifiziert und deren 
Anteil an der Gesamt-ACE-Hemmung der Hydrolysate im Modellsystem mit isoliertem 
Kaninchenlungen-ACE bewertet. Anschließend wurde die inhibitorische Aktivität ausgewählter Peptide 
und Proteinhydrolysate auf die Domänen des humanen und Ratten-ACEs untersucht. Des Weiteren 
wurde die proteolytische Stabilität ausgewählter Dipeptide isoliert beziehungsweise innerhalb des 
Hydrolysatverbandes analysiert. Innerhalb dieser Studien wurde zudem die Wechselwirkung von 
Dipeptiden mit Cyclodextrinen charakterisiert und deren Einfluss auf die proteolytische Stabilität der 
Peptide untersucht. Da Cyclodextrine Verwendung in der Geruchs- und Geschmacksmaskierung finden, 
wurde ferner deren Potential zur Verringerung der Bitterkeit der Hydrolysate beurteilt. Abschließend 
wurde das antioxidative Potential von Hydrolysaten im Vergleich zu kommerziell erhältlichen 
Antioxidantien im Modell- und Lebensmittelsystem getestet und somit deren Einfluss auf die 
Lagerstabilität evaluiert. Die Ergebnisse sollten einen Beitrag zur wissenschaftlichen Beurteilung der 
physiologischen und technofunktionellen Wirkung von Peptiden im Rahmen der Ernährung leisten.  
 





2 Hintergrund und Wissensstand 
 
2.1 Bioaktive Peptide als natürliche ACE-Inhibitoren 
 
Bioaktiven Peptiden werden, abhängig von ihrer Sequenz, verschiedene physiologische Eigenschaften 
zugeschrieben. Dazu zählen blutdrucksenkende, opioide, mineralstoffbindende, antioxidative oder 
immunstimulierende Effekte (Korhonen & Pihlanto 2006; Hartmann & Meisel 2007). Bei den 
bioaktiven Peptiden handelt es sich um spezifische Proteinfragmente, bestehend aus 2 bis 20 
Aminosäuren, die aus Nahrungsmittelproteinen, wie Milch- und Pflanzenproteinen, durch enzymatische 
Hydrolyse während der gastrointestinalen Verdauung oder der Nahrungsmittelverarbeitung freigesetzt 
werden (Korhonen & Pihlanto 2006). Die Einnahme dieser Peptide im Rahmen der normalen Ernährung 
kann zu physiologischen Wirkungen in vivo führen und damit einen positiven Beitrag zur Gesundheit 
leisten (Kitts & Weiler 2003). Antihypertensive Peptide gehören zur Gruppe der bioaktiven Peptide und 
stehen im Fokus der Forschung, da sich in der Gesellschaft Bluthochdruck zu einer Volkskrankheit 
entwickelt hat. Die steigende Zahl von Patienten, die an Bluthochdruck leiden, ist eine große 
Herausforderung für die Gesundheitssysteme weltweit (Wolf-Maier et al. 2003; Statistisches Bundesamt 
2010; Nwankwo et al. 2013). In Europa gilt Bluthochdruck ab einem Wert größer 140/90 mmHg. In 
Deutschland liegt die Prävalenz von Bluthochdruck bei über 55 % (Statistisches Bundesamt 2010). Im 
Jahr 2008 betrugen die Kosten zur Behandlung von Bluthochdruck bis zu 9 Milliarden Euro, was etwa 
einem Viertel der Kosten entspricht, die bei der Behandlung von Herzkreislauferkrankungen 
aufgewendet werden müssen (Nwankwo et al. 2013). Die Medikation liegt zumeist bei Betablockern 
und ACE-Hemmern. Vor allem letztere sind interessant, da ähnlich der Wirkweise blutdrucksenkender 
Arzneimittel, für bioaktive, speziell antihypertensive Peptide, als Hauptmechanismus die Hemmung des 
Angiotensin-Converting Enzyms (ACEs) diskutiert wird.  
 
2.1.1 Die Rolle des ACEs im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist eine hormonell koordinierte Signalkaskade zur 
Regulierung des Blutdrucks als auch des Flüssigkeits- und Elektrolytgleichgewichtes. Aufgrund 
verschiedener Stimuli, wie niedriger Blutdruck oder verminderte Natriumresorption, wird Renin in den 
juxtaglomerulären Zellen der Niere produziert, um die Umsetzung des Angiotensin (Ang) I aus 
Angiotensinogen zu katalysieren. Das ACE (E.C.3.4.15.1), eine Zink-abhängige Dipeptidylcarboxy-
peptidase, hydrolysiert wiederum Ang II aus Ang I und nimmt damit eine Schlüsselrolle im RAAS ein. 
Das generierte Ang II induziert letztlich Vasokonstriktion, Aldosteronfreisetzung und andere 
physiologische Wirkungen, um den Blutdruck zu erhöhen. Das RAAS reguliert sich über die Ang II 
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vermittelte Hemmung der Reninfreisetzung selbst. Die Inhibierung des ACEs führt zu einer 
Reninfreisetzung, da Ang II nicht mehr in der Lage ist, diese über AT1-Rezeptoraktivierung zu 
unterbinden (Danser et al. 2007). Die Generierung von Ang II aus Ang I verläuft mit bis zu 90 % 
vorwiegend über das ACE (Campbell et al. 2004). Es wird angenommen, dass die übermäßige 
Generierung von Ang II über andere Enzyme, wie Chymase, ein in vitro Phänomen darstellt. Grund 
dafür ist die Freisetzung endogener Enzyme bei der Nutzung von Gewebshomogenisaten. Unter 
Verwendung von transgenen Mausmodellen bezüglich der ACE-Expression ließen sich sowohl gewebs- 
als auch isoformspezifische physiologische Funktionen des ACEs nachweisen. Eine vollständige 
Unterbindung der Expression des ACEs verursachte in transgenen Mäusen eine abnormale Nieren-
struktur und -funktion, Hypotonie und männliche Sterilität (Cole et al. 2000). Transgene Mäuse, die 
ACE entweder in vaskulären Endothelzellen oder in renalen proximalen Tubuli exprimierten, alle mit 
äquivalenten ACE-Serum-Level, wiesen eine normale Nierenstruktur und -funktion auf. Im Gegensatz 
dazu war für die Erhaltung eines normalen Blutdrucks das in vaskulären Endothelzellen lokalisierte 
ACE unabdingbar. Weder einzeln vorhandenes lösliches ACE noch sACE mit fehlender Transmembran 
und cytoplasmatischer Region noch der Austausch von sACE durch tACE konnte einen normalen 
Blutdruck aufrechterhalten (Kessler et al. 2007; Kessler et al. 2003; Chattopadhyay et al. 2014).  
 
2.1.1.1 Isoformen des ACEs 
Das ACE existiert in zwei hauptsächlich vorkommenden Isoformen, dem somatischen (sACE) und 
germinalem ACE (tACE). Beim sACE handelt es sich um ein membrangebundenes, vorwiegend auf der 
Oberfläche vaskulärer Endothelzellen lokalisiertes, etwa 170 kDa großes Ektoenzym mit intrazellulärem 
C-Terminus (Lei Wei et al. 1991; Caldwell et al. 1975). Es besteht aus zwei Domänen, der C- und der 
N-Domäne, die über eine Linker-Region verknüpft sind, und besitzt einen hydrophoben Transmembran-
anker, der im Cytoplasma endet und das ACE in der Membran fixiert. tACE, exprimiert in männlichen 
Keimzellen, ist ein 110 kDa großes Ektoenzym, welches sowohl der Struktur als auch den katalytischen 
Eigenschaften der C-Domäne des sACEs entspricht (El-Dorry et al. 1982). Zwei weitere zur N-Domäne 
des sACEs identische Formen, wurden aus humaner ilealer Flüssigkeit isoliert (Deddish et al. 1994), 
bzw. im Urin mild hypotensiver Probanden mittels ausgewählter Antikörper, N-domänenselektiver 
Substrate, wie AcSDKP und Ang 1-7, oder dem N-domänenselektiven Inhibitor RXP407 nachgewiesen 
(Casarini et al. 2001). Da das etwa 90 kDa große N-Domänen-Fragment (nACE) im Urin von 
Normotonikern nicht nachgewiesen wurde, wird es als Marker für Bluthochdruck diskutiert (Casarini et 
al. 2001). Nierentransplantationen werden mit einer nachträglichen Ausbildung von Bluthochdruck 
assoziiert. 1 bis 2 Wochen nach der Transplantation wurde im Urin der Ratten das etwa 90 kDa nACE 
nachgewiesen (Leite et al. 2017). In einer Humanstudie wurden die Probanden in Abhängigkeit des 
positiven (+) Nachweises des nACEs im Urin in die Gruppen ACE 90+ und ACE 90- eingeteilt. Sowohl 
der systolische als auch diastolische Blutdruck war in der ACE 90+ Gruppe signifikant erhöht. Während 




98 % der ACE 90+ Gruppe an Bluthochdruck litten, waren es in der Gruppe ACE 90- 1 %. Die 
Entdeckung dieses N-Domänen Fragmentes könnte somit neue Möglichkeiten bei der Diagnostik und 
Behandlung von Bluthochdruck eröffnen (Maluf-Meiken et al. 2012; de Andrade et al. 2010).  
 
2.1.1.2 Katalytische Funktion der Domänen des ACEs 
Die zwei Domänen des sACEs stimmen in ihrer Aminosäuresequenz zu etwa 60 % überein und besitzen 
jeweils ein HEMGH Zink-Bindungsmotiv mit zwei Einheiten Histidin als Zinkliganden im aktiven 
Zentrum (Soubrier et al. 1988; Corradi et al. 2006). Beide Domänen können eigenständig Substrate 
hydrolysieren, was über knockout-Mutanten gezeigt werden konnte (Wei et al. 1992). Die Domänen 
unterscheiden sich in ihrer Substratspezifität und damit physiologischen Funktion als auch im Chlorid- 
und Inhibitorbindevermögen (Wei et al. 1992). Da die Bindung eines Substrates oder Inhibitors in das 
aktive Zentrum einer Domäne in einer Änderung der Konformation resultiert, welche die Bindung in 
der zweiten Domäne unterbindet, wird von einer negativen Kooperativität zwischen den Domänen 
ausgegangen (Binevski et al. 2003; Skirgello et al. 2005). Hauptsächlich verantwortlich für sowohl die 
Katalyse des Ang I zum Vasokonstriktor Ang II als auch für den Abbau des Vasodilators Bradykinin, 
greift das ACE nicht nur über das RAAS sondern ebenfalls über das Kinin-Kallikrein-System (KKS) in 
die Blutdruckregulation ein (Abbildung 1-1). Die antihypertensive Wirkung des Bradykinins beginnt 
mit der Bindung an B2-Rezeptoren, lokalisiert auf der Oberfläche vaskulärer Endothelzellen, wodurch 
die Produktion von Stickstoffmonoxid durch die Aktivierung von NO-Synthasen angeregt wird und die 
glatte Gefäßmuskulatur relaxiert (Bernier et al. 2000). Beide Domänen des ACEs setzen Ang I und 
Bradykinin als Substrate um (Jaspard & Alhenc-Gelas 1995; Wei et al. 1991). Trotz einer vergleichbaren 
Affinität beider Domänen gegenüber Ang I, ist dessen Umsatzrate durch die C-Domäne erhöht (Wei et 
al. 1991). Die Umsetzung verschiedener Substrate durch das ACE ist maßgeblich von deren Struktur 
sowie von externen Parametern, wie der vorherrschenden Chlorid-Konzentration abhängig (Shapiro et 
al. 1983; Shapiro & Riordan 1984; Skeggs et al. 1956). Für Bradykinin, Ang I und HHL (Hippuryl-
Histidyl-Leucin) liegen die optimalen Chlorid-Konzentrationen in angegebener Reihenfolge bei 5, 30 
und 800 mmol/L (Wei et al. 1992; Jaspard et al. 1993), was einen Zusammenhang zur Molekülgröße 
unterstreicht (Masuyer et al. 2014). Während größere Substrate wie Bradykinin oder Ang I eine starke 
Bindung zum aktiven Zentrum ausbilden, wird die Bindung kleinerer Substrate, wie HHL, durch 
Erhöhung der Chlorid-Konzentration verstärkt (Wei et al. 1991). Die maximale Hydrolyse des Ang I 
durch die C-Domäne wird bei einer Konzentration von 30 mmol/L Chlorid erreicht und liegt somit unter 
der im physiologischen Milieu vorherrschenden Konzentration von 100 mmol/L (Kawasaki et al. 1978). 
Hingegen ist für die maximale Umsetzung des HHLs durch die C- bzw. N-Domäne eine Chlorid-
Konzentration von 800 bzw. 10 mmol/L notwendig (Wei et al. 1991). Studien zeigen, dass die 
C-Domäne maßgeblich die Blutdruckregulation und demnach kardiovaskuläre Funktionen beeinflusst, 
da die selektive Inhibierung der N-Domäne mit keiner Reduktion des Blutdrucks einhergeht (Esther et 
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al. 1997; Junot et al. 2001). Die C-Domäne ist somit verantwortlich für die Ang-I induzierte 
Vasokonstriktion (Van Esch et al. 2005). Ihr wird zudem ein Erkennungsmotiv für die ACE-Sekretase 
und damit ein  Einfluss zur Abspaltung membranständigen ACEs zugesprochen (Woodman et al. 2005). 
Die N-Domäne katalysiert die Umsetzung der Substrate N-Acetyl-Seryl-Aspartyl-Lysyl-Prolin 
(AcSDKP), ein Peptid mit Einfluss auf blutbildende Stammzellen. Zudem wird ein Einfluss der 
N-Domäne auf Dimerisierungseffekte sowie Katalyse und Shedding des ACEs diskutiert, vgl. Kap. 






Abbildung 1-1: Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des Kinin-Kallikrein-
Systems (KKS) durch das Angiotensin-Converting Enzym (ACE) nach Marambe & Wanasundara (2012). 
 
 
2.1.1.3 ACE verschiedener Spezies 
Die ACE-Aktivität im Serum und Plasma ist von der untersuchten Spezies abhängig. So liegt 
beispielhaft dessen Aktivität, gemessen mit HHL, in humanem Plasma bei 26 ± 4 mU/mL und in 
Rattenplasma bei 73 ± 15 mU/mL (Danilov et al. 2008). Das Verhältnis der ACE-Aktivität, unter 
Nutzung der zwei ACE-Substrate, Z-Phe-His-Leu (ZPHL) und HHL, wird als Indikator für strukturelle 
Veränderungen des ACEs herangezogen (Balyasnikova et al. 2003). HHL wird vorwiegend durch die 
C-Domäne des ACEs umgesetzt, während ZPHL gleichermaßen durch N- und C-Domäne katalysiert 
wird. Das Verhältnis des ZPHL- zu HHL-Umsatzes gibt somit die relative Aktivität von N- und 
C-Domäne des ACEs an. Während das Verhältnis im humanen Plasma bei 1,1 ± 0,1 liegt, weist es für 
Rattenplasma-ACE einen Wert von 2,7 ± 0,3 auf, was auf Aminosäuremutationen und demzufolge 




Konformationsänderungen der aktiven Domänen zurückgeführt wird (Jullien et al. 2006; Kröger et al. 
2009). Variationen in der Sequenz bedingen unterschiedliche Konformationen und haben Auswirkungen 
auf die Affinitäten der aktiven Bindungsstellen der Domänen zu Substraten und Inhibitoren. Der 
Vergleich der Aminosäuresequenzen der zwei ACE-Spezies mittels BLAST zeigt an, dass deren 
Primärsequenz zu 84 % übereinstimmt. Werden strukturähnliche Aminosäuren mit einbezogen, liegt die 
Ähnlichkeit der Sequenzen bei 94 %.  
 
2.1.1.4 Struktur und Konformation des ACEs 
Das ACE weist eine starke Glykosylierung auf, die neben der Stabilität insbesondere die Faltung bzw. 
Konformation und damit die enzymatische Aktivität beeinflusst (Anthony et al. 2010; Ehlers et al. 1992; 
Ripka et al. 1993; Voronov et al. 2002). Sowohl die kinetischen Eigenschaften als auch die 
Konformation des ACEs sind gewebsspezifisch, was auf unterschiedliche post-translationale 
Modifikationen, wie dem Grad der Glykosylierung, zurückzuführen oder von gewebseigenen Matrix-
komponenten abhängig ist, welche als Inhibitoren oder Bindungspartner die Aktivität des ACEs 
beeinflussen (Danilov et al. 2010). Zum Nachweis werden Verdünnungsanalysen und Fingerprint-
Studien unter Nutzung ausgewählter Antikörper herangezogen (Tikhomirova et al. 2017). Des Weiteren 
handelt es sich beim ACE nicht um ein starres sondern ein über die Linker-Region flexibles Molekül. 
Diese ermöglicht eine Rotation und Bewegung der Domänen relativ zueinander (Abbildung 1-2). Das 
von Corradi et al. (2006) entwickelte Modell zeigt ACE in zwei extremen Konformationen – kompakt 
und ausgedehnt – innerhalb derer sich die beiden Domänen bewegen und interagieren können. Die 
relative Orientierung der katalytischen Domänen des sACEs und dessen räumliche Distanz über 3D-





Abbildung 1-2: Modell für die Orientierung der Domänen des sACEs nach Corradi et al. (2006). Die Linker-
Region ist in rot dargestellt. 
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Weitere Studien weisen darauf hin, dass sACE vorwiegend in monomerer aber auch in dimerer oder 
oligomerer Form existiert (Gordon et al. 2010; Kohlstedt et al. 2006), wobei die physiologische 
Bedeutung möglicherweise in der Signalübertragung liegt (vgl. Kap. 2.1.1.7). Zwei Mechanismen der 
Dimerbildung werden diskutiert – die Disulfid- und die nicht-kovalente Kohlenhydrat-vermittelte 
Dimerisierung (Gordon et al. 2010; Kohlstedt et al. 2006). Abbildung 1-3 verdeutlicht, dass unter nicht-
reduzierenden Bedingungen in Abwesenheit eines Cross-Linkers drei ACE-Formen detektiert werden, 
welche mit etwa 170, 350 und > 400 kDa der Größe eines ACE-Monomers, -Dimers und -Oligomers 
entsprechen könnten (Gordon et al. 2010). Reduzierende Agentien führen zur Auflösung der Oligomere 
und teilweise der Dimere, weshalb eine Disulfid-vermittelte ACE-Dimerisierung und Oligomerisierung 
angenommen wird (Gordon et al. 2010; Kohlstedt et al. 2006). Da für tACE, nicht jedoch für die lösliche 
N-Domäne, ein vergleichbares Verhalten beobachtet wurde, wird eine kovalente Dimerisierung über 






















Abbildung 1-3: Dimerbildung des sACEs nach Gordon et al. (2010); (M) Monomer, (D1) Dimer, (D2) cross-linked 
Dimer, (O) Oligomer, BS3 - Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat als Cross-Linker (+) oder ohne (-); SDS-Page in (A) 
Anwesenheit oder (B) Abwesenheit von DTT, ** hochsignifikant; D/M als Dimer/Monomerverhältnis für D1 ohne 
(weiß) und D1 mit crosslinker (hellgrau) und D2 mit Cross-Linker (grau). 
 




Mittels N-domänenspezifischer Antikörper konnte auch für die N-Domäne eine Beteiligung an der 
Ausbildung von Dimeren nachgewiesen werden. Die Dimerbildung unterliegt wahrscheinlich nicht-
kovalenten kohlenhydratvermittelten Interaktionen, über die kohlenhydraterkennende Region auf der 
N-Domäne, der stärker glykosylierten Domäne des ACEs (Fernandes et al. 2001; Kohlstedt et al. 2006; 
Kost et al. 2003; Anthony et al. 2010). Es handelt sich dabei um eine schwache Wechselwirkung, die 
bei zu hoher Verdünnung nicht mehr nachgewiesen werden können. Zur Erhöhung der Sichtbarkeit von 
Dimeren und Oligomeren wurde daher der Cross-Linker (Bis(Sulfosuccinimidyl) suberate BS3) als 
Stabilisierungsagenz eingesetzt (Gordon et al. 2010). Membrangebundenes ACE wird in extrazelluläre 
Flüssigkeiten, wie Plasma, sezerniert. Die im Plasma zirkulierende lösliche Form macht dabei weniger 
als 2 % des gesamten ACEs aus (Levitt & Schoemaker 2006). Der Mechanismus der enzymkatalysierten 
Abspaltung des ACEs von der Zelloberfläche über eine membrangebundene Sekretase ist bis heute nicht 
abschließend aufgeklärt. Jedoch konnte bereits gezeigt werden, dass die Rate der Abspaltung für 
verschiedene Zelltypen variiert sowie von der Ausrichtung der N-Domäne abhängig ist (Balyasnikova 
et al. 2002; Danilov et al. 2011). Obwohl für die Abspaltung des sACEs als auch des tACEs die gleiche 
Bindungsstelle diskutiert wird, wird das sACE weniger effizient sezerniert (Woodman et al. 2000; 
Balyasnikova et al. 2005). Die N-Domäne fungiert demnach als regulierende Komponente. Die 
Erkennungsregion der Sekretase liegt aber in der C-Domäne (Woodman et al. 2005). Punktmutationen 
innerhalb der Schnittstelle der im ACE-Dimer interagierenden N-Domänen als auch Antikörper-
induzierte Änderungen in der Konformation der N-Domäne des ACEs führen zu Änderungen der 
Dimerbildung und einer gesteigerten Ablösung des membrangebundenen ACEs. Verglichen zur 
monomeren Form geht die Dimerisierung des ACEs somit mit einer Stabilitätserhöhung einher (Danilov 
et al. 2011; Kost et al. 2003; Gordon et al. 2010). Genaue Mechanismen sind bisher jedoch nicht bekannt. 
Des Weiteren wird in Abhängigkeit unterschiedlichen Bindungsverhaltens von Antikörpern vermutet, 
was auf Unterschiede in beispielweise Glykosylierung oder Konformation zurückzuführen ist, dass sich 
die membrangebundenen ACE-Formen verschiedener Gewebe als auch die lösliche Form des ACEs 
hinsichtlich der Kinetik des Substratumsatzes unterscheiden (Danilov et al. 2010; Jaspard & Alhenc-
Gelas 1995). Die Erkenntnis über verschiedenartige strukturelle Fingerprints der unterschiedlichen 
ACE-Formen kann helfen Gewebsursprünge zu identifizieren und pathologische Veränderungen zu 
erkennen (Danilov et al. 2010). Neben strukturellen Veränderungen innerhalb des ACE-Moleküls 
können auch gewebsspezifische Matrixbestandteile die jeweilige ACE-Aktivität beeinflussen. Unter 
Betrachtung von Plasma-ACE zeigt sich nicht nur durch die Zugabe des synthetischen ACE-Hemmers 
Enalaprilat sondern auch bei der Verdünnung reinen Plasmas ohne Inhibitorzugabe eine deutliche 
Änderung der Interaktion ausgewählter Antikörper mit den zugehörigen Epitopen innerhalb der N- und 
C-Domäne des Plasma-ACEs (Danilov et al. 2016). Im Vergleich dazu, kam es zu keiner veränderten 
Bindungsstärke unter Nutzung von rekombinant humanem oder aufgereinigtem ACE. Danilov et al. 
(2016) schlossen demnach auf das Vorhandensein spezifischer Plasmakomponenten, die mit dem ACE 
wechselwirken, wobei die Verdünnung des Plasmas zu einer Dissoziation der beiden Bindungspartner 
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führt. Sie identifizierten die mit dem Plasma-ACE wechselwirkenden Substanzen als Lysozym und 
Bilirubin. Grund für die Interaktion ist ihrer Meinung nach die Stabilisierung der Konformation des 
ACEs und demnach der Schutz membrangebundenen ACEs vor übermäßigem Ablösen und 
Überführung in die lösliche Form. Die Bindung von ACE-Inhibitoren wiederum könnte die Dissoziation 
dieser Plasmakomponenten induzieren und zu einer Änderung der Konformation des ACEs führen. Das 
ACE-Molekül wird auf der Zellmembran destabilisiert und die Angreifbarkeit für die Sekretase erhöht 
(Danilov et al. 2016). Fagyas et al. (2014) diskutieren humanes Serumalbumin (HSA) als endogener 
Inhibitor des Plasma-ACEs. Die Plasma-Konzentration an HSA liegt in einem Bereich von 35-
52 mg/mL und ist damit deutlich höher als der für HSA ermittelte IC50-Wert von 5,7 mg/mL. Plasma-
ACE müsste in vivo folglich ausschließlich in inhibierter Form vorliegen, sodass angenommen wird, 
dass ACE-Inhibitoren in vivo keinen Einfluss auf die lösliche ACE-Form ausüben (Fagyas et al., 2014). 
Dies könnte auch als Erklärung dafür dienen, dass die physiologische Rolle des Plasma-ACEs im Körper 






Abbildung 1-4: N-Domänenvermittelte Dimerisierung membranständigen ACEs nach Danilov et al. (2011).  
 
 
2.1.1.5 Synthetische Inhibitoren des ACEs  
Die Inhibierung des ACEs unterbindet die proteolytische Spaltung von Ang I zum Vasokonstriktor 
Ang II, was mit einer Reduktion des Blutdrucks einhergeht. Bestandteile des Giftes der brasilianischen 
Viper Bothrops jararaca stellen einen Meilenstein in der Entwicklung synthetischer ACE-Inhibitoren 
als Medikament gegen Bluthochdruck dar (Cushman & Ondetti 1991). In dem Gift, welches eine 
Blutdruck-senkung herbeiführt, wurden die ersten natürlichen Peptide mit ACE-inhibierender Wirkung 
entdeckt und als BPF (Bradykinin-potenzierender Faktor) identifiziert (Ferreira 1965). Sie setzen sich 




aus 3 bis 20 Aminosäuren zusammen und weisen überwiegend Ala-Pro- oder Pro-Pro-Sequenzen am C-
Terminus auf (Bakhle 1971). Auf deren Grundlage wurden die ersten synthetischen ACE-Inhibitoren 
entwickelt. Es handelt sich dabei um Peptid-Analoga, die so modifiziert sind, dass sie eine gute Bindung 
zum Enzym aufweisen. Captopril als Ala-Pro-Analogon, ein kommerziell erhältliches Pharmakon, 
enthält eine Sulfhydrylgruppe, die eine starke Wechselwirkung mit dem Zink-Ion im katalytischen 
Zentrum des ACEs eingeht (Cushman & Ondetti 1991). Die inhibitorische Konzentration zur Reduktion 
der Enzymaktivität um 50 % (IC50) liegt für synthetische Inhibitoren im unteren nanomolaren Bereich 
– Captopril: 2,3 nmol/L, Enalapril: 5,4 nmol/L (Zöllner 1999). Lisinopril, mit einem IC50-Wert von 0,6 
nmol/L, ist ein sehr potenter synthetischer ACE-Inhibitor mit einer nachgewiesenen Stabilität im Plasma 
und vernachlässigbaren Bindung an das Serumalbumin (Abdel-Fattah et al. 2010; Santa et al. 2007; 
Smith et al. 2010). Lisinopril reduziert im tierischen und humanem Organismus effektiv den Blutdruck 
(Mulrow 2001; Johnston et al. 1988). Die Interaktionen des Lisinoprils mit den Domänen des ACEs 
sind sehr gut durch molekulare Modellierung untersucht (Natesh et al. 2003; Nchinda et al. 2006; 
Corradi et al. 2006).  
 
2.1.1.6 Domänenselektive Inhibitoren des ACEs 
Wie bereits beschrieben, ist die C-Domäne des sACEs hauptsächlich für die Umwandlung von Ang I in 
Ang II verantwortlich und bestimmt daher die hypertensive Wirkung von Ang II in vivo, während die 
Rolle der N-Domäne für die Ang I-induzierte Vasokonstriktion unklar ist (Van Esch et al. 2005). Zwar 
belegen Studien die Effizienz synthetischer ACE-Inhibitoren, doch steht deren Applikation mit Neben-
wirkungen, wie trockenem Husten oder Angioödemen, in Verbindung, deren Ursache noch nicht 
vollständig geklärt ist (Law et al. 2009; Dykewicz 2004). Ursache soll die unselektive Hemmung beider 
ACE-Domänen sein. Neben der Inhibierung der Ang II-Generierung wird infolge der Inhibierung der 
N-Domäne simultan Bradykinin angereichert. Dieses beeinflusst den Arachidonsäure-Metabolismus 
und die NO-Bildung, wobei diskutiert wird, dass die Stoffwechselwege dieser Produkte pathologisch 
sind. Lisinopril weist zwischen den Domänen des ACEs einen Selektivitätsfaktor von etwa 10 zugunsten 
der C-Domäne auf (Lunow et al. 2015). Die Modifikation von Lisinopril durch Einfügen einer 
Tryptophan-Einheit führt zu einer um den Faktor 60 gesteigerten C-domänenselektiven Inhibierung des 
ACEs (Denti et al. 2014; Watermeyer et al. 2010). Das voluminöse Tryptophan führt zu selektiven 
hydrophoben und wasserstoffbindenden Wechselwirkungen mit Aminosäureresten im aktiven Zentrum 
der C-Domäne (Nchinda et al. 2006). Im Rattenmodell konnte die Reduktion des Ang II-Spiegels durch 
Lisinopril-Tryptophan ohne Akkumulation des Bradykinins oder Anreicherung des N-Domänen-
Substrates AcSDKP im Vergleich zu Lisinopril nachgewiesen werden (Burger et al. 2014; Sharp et al. 
2015). Die Entwicklung C-domänenselektiver ACE-Inhibitoren bietet demnach das Potential, 
unerwünschte Wirkungen infolge der Akkumulation des Bradykinins zu unterbinden und stellt einen 
neuen Ansatz zur Behandlung des Bluthochdrucks dar. 
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2.1.1.7 Die Rolle des ACEs in der Signalübertragung 
Studien beweisen die Effektivität von synthetischen ACE-Inhibitoren, welche die Aktivität des Enzyms 
über die Komplexierung des zentralen Zink-Ions der aktiven Zentren herabsetzen. Dass die Inhibierung 
des ACEs mittels synthetischer Inhibitoren als auch EDTA mit einer Änderung der Konformation des 
ACEs einhergeht, konnte in einigen Untersuchungen bereits nachgewiesen werden (Balyasnikova et al. 
2007; Danilov et al. 2016; Kohlstedt et al. 2006). Kohlstedt et al. (2006) detektierten eine durch 
Ramiprilat-vermittelte zeitabhängige Dimerisierung des ACEs, die konzentrationsabhängig und auf 
andere ACE-Inhibitoren, wie Captopril und Enalaprilat, übertragbar war (Abbildung 1-5). Infolge der 
Analyse von ACE-Mutanten, ließ sich als Voraussetzung für die Dimerisierung die Inhibierung der 
C-Domäne ableiten. Während die Mutation der zwei Zink-komplexierenden Histidinreste im aktiven 
Zentrum der C-Domäne die Dimerbildung verhinderte, zeigte sich diese unabhängig von Mutationen 
innerhalb der N-Domäne. In vitro Studien geben Interaktionen zwischen einer glykosylierten Region 
der N-Domäne als Voraussetzung für eine Dimerisierung an (Kost et al. 2003; Anthony et al. 2010). 
Dabei kann die Nutzung ausgewählter monoklonaler Antikörper, spezifisch für verschiedene Epitope 
der N-Domäne des ACEs, die Dimerisierung nahezu vollständig unterbinden und anschließend zu einer 
gesteigerten Sekretion des membrangebundenen ACEs führen. Zwar konnte der Einsatz dieser 
Antikörper im von Kohlstedt et al. (2006) verwendeten Testsystem die vermehrte Freisetzung von 
membrangebundenem ACE bestätigen, doch zeigte er keinen Einfluss auf die Ramiprilat-induzierte 
Dimerisierung. Auch die Zugabe von Galaktose, welche in in vitro Versuchen ebenfalls eine 
Dimerisierung verhinderte, zeigte keine Auswirkung auf die Ramiprilat-induzierte Dimerisierung. 
Kohlstedt et al. (2006) gehen daher von einer durch den Inhibitor hervorgerufenen Änderung der 
Konformation aus, durch welche bis dato nicht beschriebene Dimerisierungsregionen freigelegt werden. 
Eine Disulfid-verknüpfte Dimerisierung über die freien Cysteinreste der C-Domänen wird diskutiert 
(Gordon et al. 2010). Für das strukturähnliche ACE2 konnte beispielhaft eine Inhibitor-abhängige 
beugende Bewegung der einen Subdomäne hin zur anderen nachgewiesen werden, welche wichtige 
Stellen zur Katalyse hervorbringt (Towler et al. 2004). Die Ramiprilat-assoziierte Dimerisierung, 
initiiert über die C-Domäne, führte zudem zu einer kurzfristigen Cyclooxygenase-2 (COX-2) 
vermittelten Phosphorylierung des ACEs (Ser1270). Diese führt zur Aktivierung der c-Jun N-terminal 
Kinase und zu einer Akkumulation von phosphoryliertem c-Jun im Zellkern. Infolgedessen wird die 
Bindung des Aktivator-Protein-1 (AP-1) an die DNA erhöht und eine gesteigerte Expression von ACE 
ist die Folge. Die ACE-assoziierte COX-2 phosphoryliert ein membranständiges Protein, welches in der 
Verankerung des ACEs in der Zellmembran involviert ist (Fleming 2006). Die durch die Inhibierung 
induzierte Erhöhung der ACE-Expression macht sich im Plasma deutlich stärker bemerkbar als in 
korrespondierenden Geweben (Danser et al. 2007). Die COX-2-vermittelte Phosphorylierung von ACE 
scheint demnach die Überführung des ACEs in die lösliche Form zu regulieren (Kohlstedt et al. 2002). 
Lösliches sACE ist nicht phosphoryliert. Die nicht-phosphorylierbare S1270A-ACE-Mutante wird 
ebenfalls effizienter abgespalten als normales sACE. Daneben wurde eine Ramiprilat-induzierte ACE-




abhängige Zunahme der COX-2-Expression sowohl im Zellversuch als auch in vivo in Mäusen 
beobachtet, welche mit dem Anstieg an Prostacyclin, dem gefäßschützende Eigenschaften 
zugeschrieben werden, einhergeht als auch zu einer gesteigerten Ablösung vom ACE führt (Kohlstedt 
et al. 2005; Kohlstedt et al. 2002). ACE kommt demnach, unabhängig von der Umsetzung von Ang I 
und Bradykinin, eine nicht unwesentliche Rolle in der Signalübertragung zu. Bei physiologischen 
Prozessen spielt die Dimerisierung, welche kovalent oder nicht-kovalent sein kann, sowie Cross-talk 
zwischen Proteinen oder Proteinen und Peptiden in Hinblick auf eine Enzym-Substrat/Inhibitor-
Interaktionen, Erhöhung der Stabilität oder Signalübertragung eine bedeutende Rolle (Marianayagam et 
al. 2004; George et al. 2002). Für das ACE werden neben der Bindung zweier ACE-Moleküle auch 
Inhibitor-induzierte Heterodimere mit B2-Rezeptoren zur Steigerung der Kinin-Aktivität auf zellulärer 







Abbildung 1-5: (a) Ramiprilat-induzierte Dimerisierung des ACEs (Dimer zu Monomer – D/M) und (b) 
Phosphorylierung des Ser1270 (P-Ser1270ACE/ACE) in % bez. zur Kontrolle CTL nach Kohlstedt et al. (2006). 
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2.1.2 ACE-inhibierende Peptide aus Nahrungsmittelproteinen 
ACE nimmt eine Schlüsselrolle bei der Blutdruckregulation ein. Ausgehend davon hat sich zur 
Beurteilung der Wirksamkeit antihypertensiver Peptide die Bestimmung der ACE-inhibierenden 
Aktivität etabliert (Udenigwe & Aluko 2012; López-Fandiño et al. 2006). Die Hemmwirkung 
antihypertensiver Peptide auf das ACE wird über den IC50-Wert, die notwendige inhibitorische 
Konzentration zur Reduktion der Enzymaktivität um 50 %, beschrieben (Copeland 2000). Für speziell 
entwickelte synthetische Inhibitoren liegen die IC50-Werte im unteren nanomolaren Bereich (Zöllner 
1999). Bioaktive Peptide hingegen weisen IC50-Werte im mikromolaren Bereich auf (Wu et al. 2006; 
Cheung et al. 1980), jedoch werden diese im Rahmen der Ernährung in höherer Menge aufgenommen, 
sodass eine blutdruckregulierende Wirkung angenommen werden kann (Vermeirssen et al. 2004). Die 
Bindung von Peptiden an das ACE und damit ihre Hemmstärke ist abhängig von der Primärstruktur und 
insbesondere beeinflusst von der C-terminalen Peptidsequenz. Die effektivste Bindung wird über das 
Vorliegen hydrophober Reste am C-Terminus erreicht (Cheung et al. 1980). Bevorzugte endständige 
Aminosäuren sind Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und Prolin. Zu den favorisierten N-terminalen 
Aminosäuren zählen vor allem verzweigte aliphatische Aminosäuren, wie Valin und Isoleucin. Aus den 
Studien von Cheung et al. (1980) zum inhibitorischen Potential von Dipeptiden wird ersichtlich, dass 
vor allem diejenigen mit C-terminalem Tryptophan (Val-Trp, IC50: 1,6 μmol/L) potente Inhibitoren des 
ACEs darstellen, gefolgt von Tyrosin und Prolin (Val-Tyr, IC50: 22 μmol/L; Val-Pro, IC50: 420 μmol/L). 
Die Abhängigkeit der Inhibierung des ACEs von der Primärsequenz von Di- als auch Tripeptiden wurde 
durch die Untersuchungen von Wu et al. (2006) bestätigt. Tierische und pflanzliche Proteine zeigen 
selbst keinen oder nur sehr schwachen ACE-inhibitorischen Effekt, dienen jedoch als geeignete Quelle 
physiologisch wirksamer Peptide (Kitts & Weiler 2003; Li et al. 2007; Mullally et al. 1997). Die 
Freisetzung der Peptide kann im Rahmen der Lebensmittelverarbeitung, durch enzymatische Hydrolyse 
oder während der gastrointestinalen Verdauung erfolgen. Insbesondere die Spaltspezifität des 
eingesetzten Enzyms als auch die genutzten Hydrolysebedingungen entscheiden über das resultierende 
Peptidspektrum, speziell Größe und Primärsequenz einzelner Peptide, und damit über die Stärke der 
ACE-inhibitorischen Aktivität (Lunow et al. 2013; Mullally et al. 1997). Für die enzymatische 
Hydrolyse finden neben Verdauungsenzymen, wie Pepsin, Chymo-/Trypsin und Pankreatin auch nicht-
digestive Enzyme, wie Alcalase, Thermolysin oder Flavorenzym Verwendung. Abschätzende 
Informationen zum entstandenen Peptidspektrum können mittels ExPASy Peptid-Kutter erzeugt werden 
(Swiss Institute of Bioinformatics, Schweiz, Gasteiger et al. (2003)). Proteinhydrolysate weisen ein sehr 
heterogenes Peptidgemisch auf, innerhalb derer die ACE-inhibitorische Peptide in drei Klassen 
eingeteilt werden können – Peptide, die als echte Inhibitoren des ACEs fungieren (Inhibitortyp), Peptide, 
die als Substrate des ACEs dienen, wobei die Produkte eine geringe ACE-hemmende Aktivität 
aufweisen (Substrattyp) und Peptide, die infolge proteolytischer Spaltung durch das ACE oder andere 
Enzyme, wie Verdauungsenzyme, in echte Inhibitoren umgewandelt werden (Prodrugtyp) (Iroyukifujita 




et al. 2000; Skidgel & Erdös 1987). Hydrolysate, reich an Peptiden mit einem Molekulargewicht kleiner 
1 bis 3 kDa weisen eine gute ACE-inhibitorische Wirkung auf (Mullally et al. 1997). Die Generierung 
von Di- und Tripeptide ist sinnvoll, da mit zunehmender Kettenlänge die Bioverfügbarkeit der Peptide 
in vivo abnimmt (Roberts et al. 1999). Die Anreicherung hydrophober Peptide mittels organischen 
Lösungsmitteln oder speziell entwickelten Adsorptionsreagenzien, wie Aktivkohle, geht mit einer 
weiteren Steigerung der ACE-inhibitorischen Wirksamkeit des Hydrolysates einher (Hippauf et al. 
2015; Chen et al. 2013).  
 
2.1.2.1 Milchproteine als Quelle ACE-inhibierender Peptide  
In einer orientierenden Studie wurde die Supplementierung unhydrolysierter Molkenproteine sowie 
Calciumcaseinat zur täglichen Ernährung mit einem positiven Einfluss auf die Gesundheit, wie einer 
Verbesserung der Gefäßreaktivität und einer Reduktion des systolischen als auch diastolischen 
Blutdrucks, assoziiert (Fekete et al. 2016). Die Studienlage zur ACE-inhibitorischen Aktivität von 
Milchproteinhydrolysaten ist gering, da der Fokus zumeist auf der Isolierung potenter Peptide lag, deren 
antihypertensive Wirkung anschließend im Ratten- als auch Human-Modell evaluiert wurde (Beltrán-
Barrientos et al. 2016). Bei den aus bovinem Casein mittels Fermentationsprozessen freigesetzten 
Tripeptiden Isoleucyl-prolyl-prolin (IPP, IC50: 5 µmol/L) und Valyl-prolyl-prolin (VPP, IC50: 9 µmol/L) 
handelt es sich um die bis heute am meisten untersuchtesten antihypertensiven Peptide (Nakamura et al. 
1995). Unter den Namen Calpis (Calpis Co., Tokio, Japan), Evolus (Valio Oy, Helsinki, Finnland) und 
Danaten (Danone, Paris, Frankreich) wurden bereits funktionelle Lebensmittel mit fermentierten 
Caseinhydrolysaten vermarktet, wobei die letzten beiden nicht mehr verfügbar sind (Beltrán-Barrientos 
et al. 2016; Korhonen & Pihlanto 2006). Grund dafür liegt in den strengen Regeln über gesund- und 
krankheitsbezogene Angaben im Lebensmittelrecht der Europäischen Union, die derartige Angaben nur 
nach wissenschaftlicher Bewertung durch die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) 
über eine Positivliste zulässt und einen Health Claim zum Erhalt eines normalen Blutdrucks infolge der 
Supplementierung bioaktiver Peptide aufgrund unzureichender Studienlage ablehnte (VO (EU) 
536/2013; VO (EG) 1924/2006). Trotz der guten Hemmwirkung in vitro sind die Studien zur Blutdruck-
senkung der prolinhaltigen Tripeptide in vivo widersprüchlich. Während in einigen Humanstudien eine 
blutdrucksenkende Wirkung nachgewiesen werden konnte (Ishida et al. 2011; Mizuno et al. 2007; Seppo 
et al. 2003; De Leeuw et al. 2009), zeigen andere Studien keinen Effekt (van der Zander et al. 2008; 
Engberink et al. 2008). Wesentliche Voraussetzung für einen antihypertensiven Effekt der Peptide in 
vivo ist deren Bioverfügbarkeit. Im Rahmen zweier Humanstudien wurde ein alimentärer Einfluss von 
IPP nachgewiesen (Foltz et al. 2007; Wuerzner et al. 2009). Jedoch war die Verfügbarkeit zu gering, um 
die Plasma-ACE-Aktivität zu beeinflussen (Wuerzner et al. 2009). Dies deutet an, dass neben der 
Inhibierung des ACEs möglicherweise andere Mechanismen zur Blutdrucksenkung in vivo führen 
(Hirota et al., 2010). Die Beschreibung derer erfolgt in Kapitel 2.1.2.2. Aufgrund vielversprechender 
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Struktur-Wirkungs-beziehungen werden neben den prolinhaltigen Tripeptiden vermehrt Dipeptide mit 
C-terminalem Tryptophanrest als potente ACE-Inhibitoren diskutiert (Cheung et al. 1980). Lunow et al. 
(2015) untersuchten die inhibitorische Aktivität beider Peptidklassen auf die zwei Domänen des ACEs 
(Abbildung 1-6). Für die prolinhaltigen Tripeptide wurde ein N-domänenselektives Verhalten 
nachgewiesen. N-domänenselektive Inhibitoren spielen jedoch bei der Blutdrucksenkung eine 
untergeordnete Rolle (Junot et al. 2001). Die untersuchten tryptophanhaltigen Dipeptide hingegen 
zeigen ein C-domänenselektives Inhibierungsverhalten. Die Stärke der Hemmung ist dabei von der 
Struktur der N-terminalen Aminosäure abhängig. Aliphatische hydrophobe Aminosäuren, wie Val, Leu 
und Ile zeigen eine positive Wirkung. Die Selektivitätsfaktoren Ki-N/Ki-C, berechnet aus dem Verhältnis 
der inhibitorischen Hemmstärke gegenüber N- zur C-Domäne, für IW und VW wurden zu 37 und 72 
bestimmt. Tryptophanhaltige Dipeptide könnten demnach über die selektive Hemmung der C-Domäne 






Abbildung 1-6: Domänenselektive Inhibierung des humanen Plasma-ACEs ausgewählter Di- und Tripeptide bei 
einer Konzentration von 10 µmol/L nach Lunow et al. (2015). 
 
 
Die Molkenproteine Lysozym und α-Lactalbumin sind besonders tryptophanreich und daher 
interessante Quellen zur Freisetzung ACE-inhibitorischer tryptophanhaltiger Dipeptide. Lunow et al. 
(2013) bestimmten die IC50-Werte von Lysozymhydrolysaten zu 14 bis 135 mg/L in Abhängigkeit der 
eingesetzten Hydrolyseenzyme. Das Hydrolysat mit der stärksten Hemmwirkung resultierte aus der 
zweistufigen Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin. Unter Nutzung dieser Hydrolyseform 
wurde ein ebenso potentes Molkenproteinhydrolysat mit einem IC50-Wert von 22 mg/L generiert. Lunow 




et al. (2013) gelang es mithilfe der speziellen Hydrolyse selektiv tryptophanhaltige Dipeptide aus Milch- 
und Eiproteinen freizusetzen. Insbesondere das in Molkenproteinhydrolysat identifizierte Dipeptid 
Isoleucyl-Tryptophan (IW) wurde als das potenteste ACE-hemmende Peptid deklariert, das je in einem 
Lebensmittel (IC50 = 0,7 µmol/l) nachgewiesen werden konnte (Lunow et al. 2013; Martin et al. 2008). 
Die orale Applikation von 19 mg IW pro kg Körpergewicht (KG) führte bei spontan hypertensiven 
Ratten (SHR) sowohl im Plasma als auch im Aortagewebe zu einer effektiven Verringerung der ACE-
Aktivität (Martin et al. 2015). Simultan ließ sich nach 14 Wochen eine deutliche Reduktion des 
systolischen Blutdrucks um 42 mm Hg bezogen zur Placebo-Gruppe feststellen. Für die Gabe von 
770 mg Molkenproteinhydrolysat pro kg KG wurde eine vergleichbare Wirkung beobachtet, nicht 
jedoch für die Verabreichung des reinen Molkenproteins, was die Notwendigkeit einer vorangestellten 
enzymatischen Hydrolyse zur Freisetzung potenter Peptide unterstreicht. IW konnte als potenter ACE-
Inhibitor mit einer Blutdrucksenkung im Rahmen von mehreren Tierstudien bereits nachgewiesen 
werden (Fujita 2000; Okamoto et al. 1995; Sato et al. 2002). In einer akuten Humanstudie konnte die 
Bioverfügbarkeit des IWs nach oraler Aufnahme von 50 mg IW und eine damit einhergehende 





Abbildung 1-7: (a) Konzentration von IW in nmol/L über die Zeit nach der Aufnahme von -▲- 50 mg IW, -■- I + 
W – freie Aminosäuren, die 50 mg IW entsprechen und -○- 0 mg IW als Placebo zum Zeitpunkt t = 0 min; (b) 
ACE-Aktivität über die Zeit in % nach Kaiser et al. (2016).   
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Kaiser et al. (2016) konnten im humanen Organismus ein endogenes Plasma-Level an IW nachweisen 
(0,5-1,5 nmol/L), welches nach der Aufnahme von IW signifikant auf 2,4 nmol/L anstieg (t = 36 min). 
Mit einer Halbwertzeit von 0,9 h erreichte IW nach etwa 2 h das endogene Level. Der Anstieg an IW 
im Plasma der Probanden ging mit einer Reduktion der Plasma-ACE-Aktivität einher. Die maximale 
Hemmung der ACE-Aktivität um 32 % bei 30 min korrelierte mit dem Konzentrationsmaximum von 
IW. Nach 4 h wurde die endogene ACE-Aktivität wieder erreicht. Der IC50-Wert des IWs unter Nutzung 
von humanem Plasma-ACE liegt bei 39 µmol/L (Khedr et al. 2015). Hier zeigt sich eine deutliche 
Diskrepanz zu den Erkenntnissen der Akutstudie von Kaiser et al. (2016), in welcher 2 nmol/L IW einer 
ACE-Inhibierung von etwa 30 % gegenüberstehen. Da weder die Aufnahme der korrespondierenden 
Aminosäuren Isoleucin und Tryptophan noch die des Placebos das endogene IW-Level beeinflusste 
noch zu einer signifikanten Änderung der endogenen ACE-Aktivität führte, wird eine IW-induzierte 
Hemmung vermutet. Ob die physiologische Wirkung von Stoffwechselprodukten des IWs verursacht 
wurde, bleibt ungeklärt. Zudem konnten bisher noch keine Aussagen zu einer Übertragung der in vitro 
nachgewiesenen C-Domänenselektivtät des IWs auf das in vivo System getroffen werden. 
 
2.1.2.2 Wirkung ACE-inhibierender Peptide in vivo 
Dass die Applikation von bioaktiven Peptiden allein oder im Hydrolysatgemisch zu einer Steigerung 
der endogenen Peptidkonzentration im Plasma als auch Gewebe und demnach zu einer alimentären 
Beeinflussung führt, konnte bereits in mehreren Akut-Studien nachgewiesen werden (Matsui et al. 2004; 
Wuerzner et al. 2009; Kaiser et al. 2016). Die Erkenntnisse zu einer blutdrucksenkenden Wirkung der 
aufgenommenen Peptide sind jedoch in Tier- und Humanstudien widersprüchlich. Unabhängig vom 
untersuchten Organismus lässt sich erkennen, dass die antihypertensive Wirksamkeit bioaktiver Peptide 
mit dem Grad der Ausprägung der Hypertonie des einzelnen Probanden korreliert – je stärker, desto 
effektiver erscheint die Wirkung blutdrucksenkender Peptide. Bei normotensiven Probanden kann, 
möglicherweise aufgrund der sich schnell einstellenden Homöostase, keine oder nur geringe Blutdruck-
senkung beobachtet werden, während diese ab dem Zeitpunkt des Auftretens milder Hypertonie 
zunimmt (Ishida et al. 2011; Mizuno et al. 2007; Nakamura et al. 1995; Sipola et al. 2001; van der Pijl 
et al. 2008; Wuerzner et al. 2009). Studien mit spontan hypertensiven Ratten bestätigen dieses 
Phänomen (Wu & Ding 2001; Beltrán-Barrientos et al. 2016). Des Weiteren zeigen die wenigen 
chronischen Studien, die neben dem Blutdruck auch die ACE-Aktivität bestimmen, dass eine über 
bioaktive Peptide vermittelte Blutdrucksenkung nicht unmittelbar mit einer Verringerung der ACE-
Aktivität im Serum oder in Aorta und Lunge einhergeht (Fekete et al. 2016; Wu & Ding 2001). 
Möglicherweise induzieren die Peptide eine über die ACE-Hemmung vermittelte Blutdrucksenkung, 
sind aber aufgrund ihrer proteolytischen Instabilität in ex vivo Plasma-Studien nicht mehr nachweisbar. 
Die ex vivo generierten pharmakokinetischen Daten sind unabhängig von einer physiologischen 
Wirkung zu betrachten und damit kritisch zu hinterfragen (Vermeirssen et al. 2004). Zudem ist nicht 




ausgeschlossen, dass unabhängig von der ACE-Hemmung weitere Mechanismen zur Blutdrucksenkung 
eine Rolle spielen. Die vaskuläre Freisetzung endothelialer Vasodilatoren, wie Prostaglandin I2, 
Stickstoff- und Kohlenmonoxid oder eine Interaktion mit Opioid-Rezeptoren könnte ebenso zur 
physiologischen Wirkung führen (Erdmann et al. 2006; Matoba et al. 1999; Nurminen et al. 2000; 
Marcone et al. 2017; Fujita et al. 1995). Wu & Ding (2001a) wiesen im Plasma von SHRs sowohl nach 
oraler Gabe von Sojaproteinhydrolysat als auch Captopril eine verringerte Natrium-Konzentration nach. 
Die Kalium- und Calcium-Gehalte hingegen blieben konstant. Aufgrund dessen wurde eine 
peptidvermittelte Beeinflussung des Salz-/Wasserhaushaltes vermutet. Die verschiedenartigen Ansätze 
unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Interventionsstudien, um den detaillierten Mechanismus der 
bioaktiven Peptide auf die Reduktion des Blutdrucks zu klären.  
 
2.1.2.3 Pflanzenproteine als Quelle ACE-inhibierender Peptide  
Pflanzenproteine werden bisher vorrangig in Futtermitteln zur Tierernährung eingesetzt, gewinnen aber 
in der Humanernährung schrittweise an Bedeutung (Di Paola et al. 2017; Day 2013; Koehler & Wieser 
2013). Gerade in Bezug auf die rasant wachsende Weltbevölkerung ist es von hoher Wichtigkeit, den 
direkten Konsum von Pflanzenproteinen als Eiweißquelle im Vergleich zu tierischem Protein zu 
priorisieren, da er mit einer deutlichen Einsparung der Agrarnutzfläche und Wasserressourcen 
einhergehen kann und damit Kosten signifikant eingespart werden können (Di Paola et al. 2017). Im 
Lebensmittelbereich hat sich in den letzten Jahren die Verwendung von Sojaprotein als Proteinquelle 
etabliert, weshalb sojabasierte Produkte den Markt dominieren (Singh et al. 2008). Verwendung findet 
hauptsächlich der proteinreiche Presskuchen, welcher als Rückstand bei der Produktion von Soja- als 
auch anderen Pflanzenölen als Nebenprodukt anfällt (Rodrigues et al. 2012). Für andere Proteinquellen 
sind die limitierenden Faktoren die derzeit hohen Kosten zur Isolierung der Proteine aufgrund der 
Notwendigkeit der Entwicklung innovativer Technologien (Day 2013). Einige Pflanzenproteine werden 
bereits in größerem Maßstab produziert – neben Soja sind dies Weizen, Reis, Mais, Erbse, Raps und 
Kartoffel. Raps- und Kartoffelprotein gelten als „neuartige Lebensmittel, da sie vor dem 15. Mai 1997 
[…] nicht in nennenswertem Umfang […] für den menschlichen Verzehr verwendet wurden“ – während 
Kartoffelproteine und deren Hydrolysate uneingeschränkt verwendet werden dürfen, ist die 
Verwendung von Rapssamenprotein für Säuglings- und Folgenahrung ausgeschlossen (VO (EU) 
2015/2283; VO (EU) 2017/2470). Soja weist mit 35-40 % einen sehr hohen Proteingehalt und zudem 
ein den tierischen Proteinen entsprechendes Aminosäureprofil auf (Boye et al. 2012; Singh et al. 2008). 
Vor allem im asiatischen Raum hat sich Soja als Proteinquelle etabliert, spielt weltweit jedoch nur zu 2 
bis 3 % in der Humanernährung eine Rolle und bietet somit ein großes Potential. Erbsen zählen, wie 
Sojabohnen, zu den Hülsenfrüchten und weisen mit 20-30 % einen vergleichbaren Proteingehalt auf 
(Day 2013). Erbsen werden in vielen Regionen kultiviert und sind leicht zu verarbeiten, weshalb sich 
deren Nutzung als Proteinquelle eignet. Weizen wird als wichtigste Nutzpflanze der Welt eingestuft und 
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prozessiert, vorwiegend als Bäckereiprodukt oder Cerealie, konsumiert. In Abhängigkeit vom Mahlgrad 
weist Weizen einen Proteingehalt von 8-15 % auf, welcher damit unter dem der Hülsenfrüchte liegt 
(Day 2013). Reis als zweitgrößte Nutzpflanze wird bis heute vorwiegend in asiatischen Ländern 
angebaut und konsumiert. Er weist mit 7-9 % den geringsten Proteingehalt auf, ist aber aufgrund der 
nachgewiesenen Hypoallergenität eine mögliche Alternative für soja- oder glutenfreie Produkte (Shih 
2003). Mit Bezug auf die Verwertung pflanzlicher Proteine sind deren chemische, physikalische als 
auch sensorische Eigenschaften von Bedeutung. Der typisch bohnige oder körnige Geschmackseintrag 
muss entweder die Akzeptanz des Verbrauchers erreichen oder es bedarf alternativ der Entwicklung von 
Ansätzen zur Überwindung der Geschmacksproblematik (Singh et al. 2008; Rackis et al. 1979). 
Pflanzenproteine sind zudem schlecht wasserlöslich, was ihre Be- und Verarbeitung vor neue 
Herausforderungen stellt. Deren partielle Hydrolyse geht zwar mit einer verbesserten Löslichkeit einher, 
jedoch steigt simultan der Grad der Bitterkeit des Hydrolysates (Singh et al. 2008; Linde et al. 2009). 
Bezugnehmend auf die chemischen Eigenschaften ist die Aminosäurezusammensetzung ein wichtiges 
Qualitätsmerkmal (Boye et al. 2012; Young & Pellett 1994). Abgesehen vom Sojaprotein weisen die 
oben genannten Pflanzenproteine ein zu den tierischen Proteinen vergleichsweise unzureichendes 
Aminosäureprofil auf, was in Abhängigkeit des jeweiligen Pflanzenproteins auf geringe Gehalte an 
Lysin und/oder den schwefelhaltigen Aminosäuren Methionin und Cystein zurückzuführen ist. Während 
bei Cerealien überwiegend Lysin die limitierende Aminosäure darstellt, sind es für Leguminosen die 
schwefelhaltigen Aminosäuren (Young & Pellett 1994). Durch die Kombination verschiedener 
Pflanzenproteine kann eine zu den tierischen Proteinen vergleichbare Wertigkeit erreicht und somit ein 
adäquater Ersatz derer gewährleistet werden (Young & Pellett 1994; Day 2013). Zusammenfassend lässt 
sich schlussfolgern, dass neben der hohen Verfügbarkeit und des Kostenfaktors vor allem der gute 
Nährwert sowie die Möglichkeit der Nutzung industrieller Nebenprodukte wesentliche Faktoren für die 
zunehmende Bedeutung von Pflanzen- gegenüber tierischen Proteinen in der Ernährung darstellen 
(Schieber et al. 2001; Bougatef et al. 2010; Matthäus 2002). Zudem konnen spezielle Ernährungsformen, 
wie der Vegetarismus und Veganismus, berücksichtigt sowie bei Unverträglichkeiten (bspw. Gegen 
Milchprotein) ausgewählte pflanzliche Proteine als geeignete Alternative genutzt werden. 
 
Pflanzlichen Nahrungsmitteln werden gesundheitsfördernde Eigenschaften zugeschrieben (Elliott et al. 
2006; Hu 2003; Krajcovicova-Kudlackova et al. 2005), die sich unter anderem auf Proteine und darin 
enthaltene bioaktive Peptide zurückführen lassen, wobei ACE-inhibitorische Peptide die bedeutendste 
Wirkung darstellen (García et al. 2013). Elliott et al. (2006) konnten in einer orientierenden 
Humanstudie zeigen, dass eine vermehrte Aufnahme pflanzlicher Proteine innerhalb der normalen 
Ernährung mit einer leichten Reduktion des Blutdrucks einhergeht, sodass diese geeignet sind, das 
Risiko kardiovaskulärer Krankheiten zu verringern. Im Vergleich zu den Milchproteinen, deren 
blutdrucksenkende Wirkung in einer Vielzahl von Studien untersucht wurde, liegen für Pflanzenproteine 
nur wenige in vivo Studien vor. Im Folgenden sind die in der Literatur verfügbaren Ratten- als auch 




Humanstudien zur ACE-inhibitorischen und blutdrucksenkenden Wirksamkeit der Pflanzenproteine 
(Reis, Soja, Weizen, Erbse) im Vergleich zu den Milchproteinen Casein und Molkenprotein dargestellt. 
Unbehandelte Pflanzenproteine weisen weder eine ACE-inhibitorische Aktivität noch eine blutdruck-
senkende Wirkung im Organismus auf (Chiang et al. 2006; Li et al. 2007; Uraipong & Zhao 2016). Zur 
Hydrolyse von Pflanzenproteinen finden eine Vielzahl unterschiedlicher Enzyme Verwendung. Nicht 
nur die Art des Enzyms sondern auch die genutzten Hydrolysebedingungen sind entscheidend für das 
resultierende Peptidspektrum und damit die Hemmstärke des generierten Hydrolysates. Li et al. (2007b) 
bestimmten den IC50 von mit Alcalase hydrolysiertem Reisprotein zu 140 mg/L. Als potentes Peptid 
wurde Thr-Gln-Val-Tyr mit einem IC50 18 µmol/L identifiziert. Die Aufnahme von 600 mg Hydrolysat 
bzw. 30 mg Peptid pro kg Körpergewicht (Magen-Intubation) führte bei SHR zu einer signifikanten 
Reduktion des systolischen Blutdrucks um 25 bzw. 40 mmHg (t = 6 h). Dieser unterlag keiner 
Beeinflussung nach der Aufnahme von nicht-hydrolysiertem Reisproteinisolat. Chen et al. (2013) 
ermittelten die IC50-Werte ebenfalls von Reisprotein jedoch nach zweistufiger Hydrolyse mit Alcalase 
und Trypsin zu 460 mg/L. Die Hemmstärke des Hydrolysates konnte durch Ultrafiltration (MWCO 
< 3 kDa; IC50 = 280 mg/L) und anschließender Ethanolextraktion (50 %; IC50 = 170 mg/L) weiter 
gesteigert werden. Sie identifizierten die Tripeptide Val-Trp-Pro (IC50 = 4,5 µmol/L) und Val-Asn-Pro 
(IC50 = 6,4 µmol/L) als potente Inhibitoren. Deren orale Applikation zu 5 mg Peptid pro kg KG führte 
bei SHR zu einer Reduktion des systolischen Blutdrucks um 30 bis 40 mmHg (t = 6 h). Wu & Ding 
(2001a) verabreichten SHR mit Alcalase hydrolysiertes Sojaprotein (MWCO < 10 kDa) zu 100 mg pro 
kg Körpergewicht pro d oral und erzielten nach 30 d eine Reduktion des systolischen Blutdrucks um 38 
mmHg. Die ACE-inhibitorische Aktivität wurde nicht bestimmt. In der Literatur beschriebene IC50-
Werte liegen bei 54, 280 und 668 mg/L für mit Thermolysin, Pepsin/Pankreatin und Alcalase 
hydrolysiertes Sojaprotein (Chiang et al. 2006; Gu & Wu 2013; Lo & Li-Chan 2005). Im Vergleich zu 
Reis und Soja zeigen Hydrolysate aus Weizen und Erbse mit IC50-Werten zwischen 400 und 1000 mg/L 
geringe Hemmstärken (Barbana & Boye 2010; Jia et al. 2010; Motoi & Kodama 2003). Motoi & 
Kodama (2003) isolierten aus Weizenprotein das potente Tripeptid Ile-Ala-Pro (IC50 = 2,7 µmol/L), 
welches im Tierversuch mit SHR nach intravenöser Applikation von 50 mg pro kg Körpergewicht zu 
einer deutlichen Reduktion des systolischen Blutdrucks um 45 mmHg (t = 3 h) führte. Für mit 
Thermolysin hydrolysiertes Erbsenprotein (< 3 kDa) liegen wiederum keine Daten zu in vitro 
Hemmstärken vor, jedoch führt analog zu den obigen Studien eine orale Gabe mittels Schlundsonde von 
200 mg pro kg Körpergewicht zu einer Reduktion des systolischen Blutdrucks von SHR um 19 mmHg 
(t = 4 h) (Li et al. 2011). Während für das potente Molkenproteinhydrolysat keine Akutstudien vorliegen, 
führte die Applikation (Magen-Intubation) von mit Pepsin hydrolysiertem Casein (IC50 = 53 mg/L) zu 
einer den pflanzlichen Proteinhydrolysaten vergleichbaren Reduktion des systolischen Blutdrucks um 
25 mmHg (200 mg pro kg Körpergewicht SHR) (Miguel et al. 2009). Es liegen keine Informationen zu 
einer Wirkung von Pflanzenproteinhydrolysaten auf den Blutdruck in chronischen Langzeitstudien vor, 
mit Ausnahme der oben aufgeführten positiven 30 d-Studie von Wu & Ding (2001a). Im Humanbereich 
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wurde mit Thermolysin behandeltes Erbsenprotein für 3 Wochen an Pre- bis Hypertoniker mit einem 
systolischen Blutdruck von 125-170 mmHg oral verabreicht (Li et al. 2011). Bereits nach 2 bis 3 
Wochen der täglichen Aufnahme von 3 mg pro Tag ließ sich eine zum Placebo signifikante Reduktion 
des systolischen Blutdrucks von bis zu 6 mmHg feststellen. Diese Erkenntnisse sind wiederum 
vergleichbar mit der physiologischen Wirkung von fermentierten Milchproteinen in vivo (ca. 150 mL 
fermentierte Milch pro Tag mit etwa 1-3 mg IPP und VPP). Die Verringerung des systolischen 
Blutdrucks von Pre- und Hypertonikern lag im Bereich von -2 bis -10 mmHg (Beltrán-Barrientos et al. 
2016). Insgesamt wurden keine Nebenwirkungen durch die Aufnahme der Proteinhydrolysate 
beschrieben. Anhand der dargestellten Studienlage und im Vergleich zu den als potent eingestuften 
Milchproteinen lässt sich für die Pflanzenproteine ein deutliches antihypertensives Potential ableiten.  
 
2.1.3 Fazit und Zielstellung 
Bioaktive Peptide besitzen eine ACE-inhibitorische Aktivität. Das inhibitorisches Potential von 
Hydrolysaten aus Milchproteinen wird überwiegend auf die prolinhaltigen Tripeptide IPP und VPP bzw. 
das tryptophanhaltige Dipeptid IW zurückgeführt. In vivo Studien bestätigen das antihypertensive 
Potential. Auch für die Hydrolysate aus den Pflanzenproteinen Reis, Soja, Weizen und Erbse liegen 
vielversprechende Wirksamkeitsstudien in vivo vor. Jedoch ist die Studienlage zu enthaltenen und für 
die Inhibierung verantwortlichen Peptiden gering. Ausgehend davon sollte eine geeignete Methode zur 
Hydrolyse von Pflanzenproteinen etabliert, ausgewählte Dipeptide identifiziert und quantifiziert und ihr 
Anteil an der Gesamt-ACE-Hemmung der Hydrolysate im Modellsystem untersucht werden. Struktur-
Wirk-Beziehungen haben gezeigt, dass Dipeptide mit einer aromatischen Aminosäure am C-Terminus 
und einer aliphatischen Aminosäure am N-Terminus potente Inhibitoren des ACEs darstellen und durch 
C-domänenselektives Verhalten charakterisiert sind. Infolgedessen sollten die Pflanzenprotein-
hydrolysate im Vergleich zum Molkenproteinanalogon, auf ihr inhibitorisches Verhalten gegenüber den 
Domänen des ACEs in vitro untersucht werden. Dafür sollte sowohl Ratten- als auch Humanplasma 
verwendet werden, um in einem weiteren Schritt den Einfluss der ACE-Spezies zu untersuchen. Die 
identifizierten Peptidstrukturen aus Pflanzenproteinen und deren Wechselwirkungen mit ACE sollten 
dazu genutzt werden, weitere Kenntnisse über die Struktur-Wirkungs-Beziehung der ACE-Domänen 
mit bioaktiven Peptiden zu gewinnen. Des Weiteren konnte im Rahmen oraler Applikationsstudien 
gezeigt werden, dass die Aufnahme von IW ins Plasma der Probanden mit einer Reduktion der ACE-
Aktivität korrelierte. Auf Grundlage dessen sollte folglich, die Reduktion der ACE-Aktivität nach oraler 
Aufnahme des IWs hinsichtlich der Domänenselektivität bewertet werden.  





2.2 Proteolytische Stabilität von Dipeptid-/Cyclodextrinkomplexen 
 
Eine in vitro gemessene ACE-inhibierende Aktivität von Peptiden geht nicht zwangsläufig mit einer 
Wirkung in vivo einher (Li et al. 2004). Als Voraussetzung für eine physiologische Wirksamkeit müssen 
die Peptide den Wirkort in ausreichender Wirkkonzentration erreichen. Bereits Adibi et al. (1971) 
konnten im Zuge einer Perfusionsstudie zeigen, dass nicht nur freie Aminosäuren, sondern auch 
Dipeptide im Dünndarm absorbiert werden. Di- und Tripeptide werden schneller resorbiert als freie 
Aminosäuren und besitzen demnach eine höhere biologische Wertigkeit (Hara et al. 1984). Mit 
steigender Kettenlänge der Peptide sinkt jedoch die Wahrscheinlichkeit der intakten Resorption (Roberts 
et al. 1999). In Bezug auf die Resorption kommt dem intestinalen Segment aufgrund der größten 
Resorptionsfläche, einhergehend mit einer sehr starken Vaskularisation und der zur Verfügung 
stehenden Transportmechanismen für Peptide, die größte Bedeutung zu. Limitierender Faktor für die 
Aufnahme von Di- und Tripeptiden ist deren proteolytische Spaltung durch pankreatische Enzyme als 
auch Di- und Tripeptidasen, lokalisiert in der Bürstensaum-Membran der intestinalen Enterocyten 
(Vermeirssen et al. 2004). Für eine intakte Resorption in die Blutzirkulation wird der Weg über PepT1-
Transporter, parazellulär über tight junctions oder transzellulär, beispielsweise durch Endozytose, 
diskutiert (Vermeirssen et al. 2004; Brandsch et al. 2004). Während für Tyr-Pro-Ile der transepitheliale 
Weg über PepT1 beschrieben wird (Miguel et al. 2008), wird für Val-Pro-Pro der parazelluläre Weg 
(Satake et al. 2002) und für Oligopeptide am Beispiel von Bradykinin die Aufnahme über Transzytose 
diskutiert (Shimizu et al. 1997). Der der Resorption zugrundeliegende Mechanismus ist damit abhängig 
von den physikochemischen Eigenschaften des Peptides, wie der Größe, der Lipophilie und dem 
Ionisierungsgrad (Pauletti et al. 1997). In in vitro Tests konnte bereits der Transport zahlreicher 
Dipeptide von apikaler zu basolateraler Seite und damit deren intakte Resorption nachgewiesen werden 
(Foltz et al. 2009). Dass Peptide in vivo nach oraler Applikation einer intakten Resorption unterliegen, 
bestätigten erstmals Nakashima et al. (2011). Sie verabreichten spontan hypertensiven Ratten 
isotopenmarkierte Dipeptide (Val-Tyr, Met-Tyr und Leu-Tyr) und konnten diese anschließend im 
Plasma detektierten. Blut zirkuliert mit 5 L/min (Sernetz 2000), sodass infolgedessen von einer raschen 
Verteilung der Peptide ausgegangen werden kann. Eine Aufnahme und folglich Akkumulation im 
Gewebe, vor allem das der Aorta und Niere, konnte bereits für die Peptide IPP, VPP und VY gezeigt 
werden (Masuda et al. 1996; Jauhiainen 2007). Trotz erfolgreich nachgewiesener Bioverfügbarkeit der 
Peptide, zeigt sich anhand der Studien, dass der quantitative Anteil der resorbierten Di- und Tripeptide 
mit kleiner 1 % sehr gering ist (Kaiser et al. 2016; van der Pijl et al. 2008). Im Vergleich dazu liegt die 
Bioverfügbarkeit für synthetische ACE-Inhibitoren, wie Captopril und Enalapril, bei größer 60 % 
(Fischler & Follath 1999). Dennoch lässt die Ansammlung in Geweben, wie Aorta und Niere, welche 
in Beziehung zum RAAS stehen, einen antihypertensiven Effekt bioaktiver Peptide in vivo vermuten.  
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2.2.1 Studien zur proteolytischen Stabilität ACE-inhibierender Dipeptide 
Die Verfügbarkeit ausgewählter Peptide kann mit Studien zur simulierten gastrointestinalen Verdauung 
abgeschätzt werden. Der niedrige pH-Wert des Magens ist überwiegend für eine Denaturierung von 
Nahrungsproteinen verantwortlich. Die enthaltene Aspartatprotease Pepsin (EC 3.4.23.1) ist eine 
Endopeptidase, die sequenzspezifisch am Carbonylende hydrophober vorzugsweise aromatischer 
Aminosäuren, wie Phenylalanin, spaltet (Foltz et al. 2009; Rehner & Daniel 2010). Die im Intestinaltrakt 
vorhandenen Serinproteasen Trypsin (EC 3.4.21.4) und Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) gehören ebenfalls 
zu den Endopeptidasen, wobei erstere vorzugsweise nach den basischen Aminosäuren Arginin und 
Lysin und letztere nach den aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin spaltet. 
Bei der Proteolyse von Dipeptiden spielen diese Enzyme jedoch eine zu vernachlässigende Rolle. Von 
wesentlicher Bedeutung für deren proteolytischen Abbau sind unter anderem die im Pankreatin 
enthaltenen Enzyme. Foltz et al. (2009) stellen vergleichend die strukturelle Abhängigkeit der Stabilität 
zahlreicher Dipeptide während des simulierten intestinalen Verdaus gegenüber (Tabelle 1-1). Es zeigt 
sich, dass insbesondere prolinhaltige aber auch Dipeptide mit einer aliphatischen oder polaren 
Aminosäure in N-terminaler Position, wie Ile und Val oder Gln und Asn, eine hohe Stabilität aufweisen. 
Hingegen führen vor allem basische Aminosäuren, wie Arg und Lys, am N-Terminus als auch 
aromatische Aminosäuren am C-Terminus zu einer Instabilität dergleichen. Unabhängig von der 
Position steht Leucin mit einer geringen Stabilität in Verbindung. 
 
 
Tabelle 1-1: Beitrag N- und C-terminaler Aminosäurereste an der Peptidstabilität unter intestinalen Bedingungen, 





Aus Struktur-Wirkbeziehungen hinsichtlich der Hemmstärke gegenüber dem ACE lässt sich ableiten, 
dass insbesondere Dipeptide mit aromatischer Aminosäure am C- und aliphatischer Aminosäure am N-
Terminus potente Inhibitoren darstellen (Wu et al. 2006). Während nach Foltz et al. (2009) ein N-
terminaler Aminosäurerest, wie Ile oder Val, mit einem hohen Grad an Stabilität einhergehen kann, 
deutet sich für aromatische Aminosäuren am C-Terminus eine deutliche Instabilität an. Leucin scheint 
dem Dipeptid unabhängig von der Position im Dipeptid einen instabilen Charakter zu verleihen.  




Tabelle 1-2: Wiederfindung ausgewählter Dipeptide nach simulierter intestinaler Verdauung nach Foltz et al. 
(2009). 
 
 Wiederfindung Dipeptid in % bezogen auf t = 0 min 
time IW IY IF IP LW LY LF LP VW VY VF VP 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
/ 
100 100 
5 93 94 74 105 15 36 12 92 95 34 96 
15 80 68 42 101 2 30 3 87 46 3 89 
60 36 15 7 89 1 17 2 87 3 0 65 
 
 
Tabelle 1-2 fokussiert sich auf potente ACE-inhibitorische und daher strukturell verwandte Dipeptide 
und stellt ihren proteolytischen Abbau unter intestinalen Bedingungen zeitabhängig vergleichend 
gegenüber. Unabhängig von der N-terminalen Aminosäure, weisen prolinhaltiger Dipeptide eine hohe 
proteolytische Stabilität in vitro auf. Die geringste Stabilität der ausgewählten Dipeptide steht in 
Verbindung mit einem Phe-Rest am C-Terminus. Die Reihenfolge der Stabilität von Tyr und Trp ist 
abhängig von der Aminosäure am N-Terminus. Hinsichtlich dessen lässt sich eine Instabilität Leu-
haltiger Dipeptide erkennen, gefolgt von Val und Ile. Besonders IW aber auch IY weisen im Vergleich 
eine ausgesprochen hohe Stabilität auf. IW, deklariert als potentestes ACE-inhibitorisches Peptid, 
welches je in einem Nahrungsmittelprotein identifiziert werden konnte (Martin et al. 2008) in 
Verbindung mit der hohen gastrointestinalen Stabilität unter simulierten Bedingungen, bildet ein hohes 
antihypertensives Potential in vivo. Für VY liegen keine Daten vor. Jedoch untersuchten Enari et al. 
(2008) vergleichend den proteolytischen Abbau von VY und IW unter simulierten gastrointestinalen 
Bedingungen und konnten für IW eine mehr als doppelt so hohe Stabilität verglichen zu VY feststellen. 
Letztlich sind die Ergebnisse jedoch als Abschätzung zu betrachten, da insbesondere Peptidasen am 
Bürstensaum der Darmmukosa für die proteolytische Spaltung kurzkettiger Peptide, wie Di- und 
Tripeptide, verantwortlich sind (Langguth et al. 1997). Bei den Enzymen handelt es sich vorrangig um 
Amino- und Carboxypeptidasen, die als Exopeptidasen Aminosäuren vom N- und C-Terminus 
abspalten. Neben der isolierten Betrachtung von Peptiden, kann ihre Stabilität im heterogenen 
Hydrolysatverband beurteilt werden (Lunow et al. 2013). Unter Nutzung einer speziell entwickelten 
Hydrolysemethode zur gezielten Freisetzung tryptophanhaltiger Dipeptide (zwei-Stufen-Hydrolyse mit 
Chymotrypsin und Thermolysin) konnte AW aus Hühnereiweiß-Lysozym zu etwa 40 mg/g und IW aus 
mit α-Lactalbumin angereichertem Molkenprotein zu etwa 5 mg/g freigesetzt werden. Nach simulierter 
Verdauung des jeweiligen Hydrolysates ließen sich AW und IW zu etwa 40 und 60 % wiederfinden 
(Abbildung 1-8). Verglichen mit den Erkenntnissen von Foltz et al. (2009) kann die Hydrolysatmatrix 
zu einem Schutz gegenüber proteolytischem Abbau beitragen. Zudem stellten Shiraga et al. (1999) im 
Rahmen ihrer Untersuchungen fest, dass die Transkription von PepT1-Transportern durch Dipeptide 
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und Aminosäuren infolge einer Aktivierung des PepT1-Gens innerhalb der Enterozyten initiiert wird. 
Die stärkere Expression der Transporter korreliert folglich mit einer gesteigerten Aufnahme der 
Dipeptide. Demzufolge können die im Hydrolysat enthaltenen weiteren kurzkettigen Peptiden und 
Aminosäuren zu einer gesteigerten Bioverfügbarkeit der potenten Peptide beitragen. Ferner wird in der 
Literatur die Änderung der ACE-inhibitorischen Hemmstärke von Hydrolysaten während der 
simulierten Verdauung als Parameter für die Stabilität potenter Peptide angegeben. Wu & Ding (2002) 
zeigen in in vitro Untersuchungen, dass Sojabohnen-Hydrolysat vor und nach simuliertem Verdau mit 
Pepsin beziehungsweise Pepsin und Pankreatin eine vergleichbare ACE-Inhibierung zeigt, was einen 
Beleg für die Stabilität der potenten Peptide Asp-Leu-Pro und Asp-Gly gegenüber Proteasen darstellen 
kann, jedoch durch eine selektive Quantifizierung nachgewiesen werden müsste. Da es sich bei 
Hydrolysaten um heterogene Peptidgemische handelt, kann sich während des Verdaus eine Generierung 





Abbildung 1-8: Gehalt an (a) Ala-Trp im Lysozym- und (b) Ile-Trp im Molkenprotein bzw. C/T-Hydrolysat 
(gestreift) und intaktem Protein (schwarz) nach simulierter gastrointestinaler Verdauung nach Lunow et al. (2013). 
 
 
Weiterhin konnten Lunow et al. (2013) im Rahmen ihrer Untersuchungen keine den zuvor generierten 
Hydrolysaten vergleichbare Freisetzung der Dipeptide durch die Verdauungsenzyme während der 
simulierten gastrointestinalen Verdauung unter Nutzung des intakten Proteins zeigen (Abbildung 1-8). 
Dies verdeutlicht für die angegebenen potenten Dipeptide AW (IC50 = 20 µmol/L) und IW (IC50 = 0,7 
µmol/L) die Notwendigkeit der Hydrolyse als Voraussetzung für ihre gezielte Freisetzung. Die 
Hemmstärke des verdauten intakten Proteins wurde nicht gemessen. Infolge der Behandlung von 
Proteinen oder proteinreicher Nahrungsmittel mit Verdauungsenzymen kann durchaus deren ACE-
inhibitorisches Potential gesteigert werden (Li et al. 2002; Lo & Li-Chan 2005), jedoch nicht im gleichen 
Maße wie mit der speziell entwickelte Chymotrypsin/Thermolysin-Hydrolyse. 




2.2.2 Maßnahmen zur Erhöhung der proteolytischen Stabilität von Peptiden 
Die geringe Bioverfügbarkeit von Peptiden resultiert aus ihrer Proteolyse während des gastrointestinalen 
Transits und durch das umgebende Epithel, welches sowohl als physikalische als auch biochemische 
Barriere bei der Absorption von Nährstoffen dient (Renukuntla et al. 2013; Lundquist & Artursson 
2016). In der Literatur werden verschiedene Strategien beschrieben, die durch eine Erhöhung der 
Absorptionsrate zu einer Steigerung der oralen Verfügbarkeit von Peptiden beitragen können. Dazu 
zählen (1) Absorptionsverbesserer, wie chelatierende Agenzien, kationische und anionische Polymere 
oder Fettsäuren und deren Derivate zur Steigerung der Membranfluidität oder temporären Störung und 
damit partiellen Öffnung der intestinalen Barriere, (2) Enzyminhibitoren zur Verringerung der 
proteolytischen Aktivität oder (3) Verkapselungssysteme zum Schutz der Peptide vor enzymatischem 
Abbau, wie Systeme aus Polymeren, Liposomen, Nanopartikel oder Cyclodextrine (Renukuntla et al. 
2013). Insbesondere Cyclodextrine sind interessante Agenzien, da sie neben einer möglichen Steigerung 
der proteolytischen Stabilität von Peptiden zur Verbesserung der sensorischen Qualität bitter 
schmeckender Proteinhydrolysate beitragen könnten (Duchene 2011).  
 
2.2.2.1 Eigenschaften und rechtliche Zulassung von Cyclodextrinen  
Cyclodextrine sind cyclische Oligomere, die aus α-(1→4)-glykosidisch verknüpften α-D(+)-
Glucopyranose-Einheiten bestehen und ein hydrophiles Äußeres und hydrophobes Inneres aufweisen, 
welches in der Lage ist, lyophile Substanzen zu verkapseln (Duchene 2011). Cyclodextrine entstehen 
durch Stärkeabbau mittels Cyclodextrin-Glycosyltransferasen, exprimiert durch Bacillus macerans oder 
Bacillus circulans. Dabei werden bevorzugt α-, β- und γ-Cyclodextrine gebildet, welche aus sechs, 
sieben oder acht Glucopyranose-Einheiten bestehen (Duchene 2011). Ausgewählte Strukturmerkmale 
sind in Tabelle 1-3 gelistet.  
 
 
Tabelle 1-3: Wasserlöslichkeit und Durchmesser von α-, β- und γ-Cyclodextrin (CD) nach Duchene (2011). 
 
Cyclodextrin α β γ 
 
Wasserlöslichkeit bei 25 °C [g/100 mL] 14,5 1,9 23,2 
Durchmesser der inneren Kavität [Å] 4,7 6,0 7,5 
Durchmesser der äußeren Kavität [Å] 5,3 6,5 8,3 
  
Hintergrund und Wissensstand 
 
28 
Am oberen breiteren Ende der Kavität befinden sich primäre Hydroxylgruppen, am unteren schmaleren 
Ende sekundäre Hydroxylgruppen, welche aufgrund von sterischen Effekten die konische Form der 
Cyclodextrine verursachen. Die Ringstruktur, hervorgerufen durch die acetalischen Bindungen 
zwischen den Glucopyranose-Einheiten, wird durch Wasserstoffbrücken-Bindungen zwischen der C2-
OH-Gruppe einer Glucopyranose-Einheit und der C3-OH-Gruppe der Nachbareinheit verstärkt, was in 
einer gewissen Starrheit der Cyclodextrine resultiert (Astray et al. 2009). Die Wasserlöslichkeit der 
Cyclodextrine ist auf deren hydrophile Außenfläche zurückzuführen. β-Cyclodextrin weist die geringste 
Wasserlöslichkeit auf. Die ungerade Anzahl der Glucopyranose-Monomere führt zur Ausbildung von 
Wasserstoffbrücken-Bindungen zwischen den Hydroxylgruppen anstatt mit umgebenden 
Wassermolekülen, was in einer verminderten Fluktuation der Bindungen resultiert (Naidoo et al. 2004; 
Duchene 2011). α-, β- und γ-Cyclodextrin sind unter stark alkalischen (pH < 14) und mäßig sauren 
(pH > 3) Bedingungen sowie bis zu einer Temperatur von 200 °C stabil. α-Cyclodextrin ist gegenüber 
einer Inkubation für 3 h bei 100 °C und pH 2,4 resistent und wird als Cyclodextrin mit der höchsten pH-
Stabilität eingestuft (Li et al. 2014). Des Weiteren unterscheiden sich die Cyclodextrine in ihrer Stabilität 
gegenüber der humanen Speichel- und Pankreasamylase (Kondo et al. 1990). Während α- und β-
Cyclodextrin keiner hydrolytischen Spaltung durch diese Enzyme unterlagen, wurde für γ-Cyclodextrin 
ein deutlicher Abbau beobachtet (Abbildung 1-9). Als Spaltprodukt wurde überwiegend Maltose 
detektiert, aber auch Maltotriose und zu geringen Anteilen Glucose. Längerkettige Oligosaccharide 






Abbildung 1-9: Abbau von γ-Cyclodextrin (●) durch die humane Speichelamylase (HSA) oder humane 
Pankreasamylase (HPA) bei 37 °C unter Bildung von: o Glucose, ∆ Maltose, □ Maltotriose (Kondo et al. 1990). 
 




Cyclodextrine bedienen ein breites Anwendungsfeld. Im Lebensmittelbereich können sie einerseits zur 
Stabilisierung von Vitaminen, Aromen und Fettsäuren beitragen und andererseits durch die Maskierung 
von Geschmacks- wie Bitterstoffen die sensorischen Eigenschaften eines Lebensmittels erhöhen. Zudem 
kann infolge der Komplexbildung die Löslichkeit lipophiler als auch proteolytisch instabiler Substanzen 
erhöht und somit ihre Bioverfügbarkeit gesteigert werden (Astray et al. 2009; Li et al. 2018; Duchene 
2011). Auch im Arzneimittelbereich ist die Stabilisierung und insbesondere Erhöhung der Löslichkeit 
von Arzneimitteln von Bedeutung (Loftsson & Brewster 1996). In Kosmetika können Cyclodextrine zur 
Stabilisierung von Emulsionen oder oxidationsanfälliger Inhaltsstoffe als auch zur Geruchsmaskierung 
eingesetzt werden (Buschmann & Schollmeyer 2002). Zur Maskierung unangenehmer Gerüche finden 
Cyclodextrine zudem in Haushaltswaren, wie Febreze®, Verwendung (US Patent Nr. 2004/0147416). 
α-Cyclodextrin ist ein löslicher Ballaststoff und neben Europa auch in anderen Ländern, wie den USA 
und Japan, für Lebensmittel zugelassen und gesundheitlich unbedenklich (Joint FAO/WHO Expert 
Committee on Food Additives 2004). In der Europäischen Union gilt α-Cyclodextrin seit 2008 als 
neuartige Lebensmittelzutat (VO (EU) 2017/2470). Aufgrund seiner nachweislich blutzucker-
regulierenden Wirkung, speziell der Verringerung des Blutzuckeranstieges nach Aufnahme 
stärkehaltiger Mahlzeiten, wurde α-Cyclodextrin in Verbindung mit dieser gesundheitsfördernden 
Wirkung 2013 durch die Europäische Kommission in die Liste zugelassener gesundheitsbezogener 
Angaben aufgenommen (VO (EU) 536/2013). Diese Aufnahme legitimiert die Kommunikation dieser 
physiologischen Wirkung auf Lebensmitteletiketten. β-Cyclodextrin ist als Lebensmittel-Zusatzstoff 
eingestuft, dessen Verwendung in der Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 geregelt wird. Nach dieser darf 
es sowohl im Lebensmittel als auch Nahrungsergänzungsmittel, welches in Form von Komprimaten und 
Dragées angeboten wird, nach dem quantum satis Prinzip eingesetzt werden (VO (EG) 1333/2008). Mit 
einem festgelegten ADI-Wert (accetable daily intake) von 5 mg pro kg Körpergewicht wird dessen 
Unbedenklichkeit gewährleistet (Mortensen et al. 2016). γ-Cyclodextrin wurde analog zu α-
Cyclodextrin als neuartige Lebensmittelzutat und als toxikologisch unbedenklich eingestuft (VO (EU) 
2017/2470; Munro et al. 2004). Sowohl β- als auch γ-Cyclodextrine sind in weiteren Ländern, wie den 
USA und Japan, uneingeschränkt zugelassen (Arima et al. 2011). In den USA wurden sie als GRAS 
(„generally recognized as safe“), demnach als sicher geltende Lebensmittelzusatzstoffe eingestuft, 
während sie in Japan als natürliche Zutaten gehandelt werden, bei denen lediglich definierte 
Reinheitsbedingungen eingehalten werden müssen (Astray et al. 2009). Die Verwendung modifizierter 
Cyclodextrine zur Erhöhung der Komplexstabilität mit dem Gastmolekül oder zur Erhöhung der 
Wasserlöslichkeit von β-Cyclodextrin ist nach derzeitigem Lebensmittelrecht unzulässig, findet aber im 
Kosmetik- und Arzneimittelbereich Anwendung. Insbesondere im Pharmabereich haben Cyclodextrine 
an großer Bedeutung gewonnen, was deren Eintrag in das Europäische (Ph.Eur.) sowie amerikanische 
(USP) Arzneimittelbuch als auch in den japanischen Arzneimittel-Kodex (JPC) verdeutlicht (Loftsson 
& Duchêne 2007). 
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2.2.2.2 Bildung von Cyclodextrin-Einschlussverbindungen  
Im Gegensatz zum hydrophilen Äußeren besteht die Kavität des Cyclodextrins aus einem Kohlenstoff-
gerüst und einem acetalischen Sauerstoff und besitzt somit einen hydrophoben Charakter (Loftsson & 
Brewster 1996). In wässriger Lösung befinden sich Wassermoleküle in der Kavität, die durch weniger 
polare Moleküle verdrängt werden können. Dies führt zu einem stabileren energieärmeren Zustand und 
der Ausbildung von reversiblen Wirt-Gast-Komplexen, welche als Einschlussverbindungen bezeichnet 
werden (Del Valle 2004). Bei der Komplexierung sind insbesondere nicht-kovalente, wie hydrophobe 
Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Kräfte, von Bedeutung (Schauer 2011). Wasserstoffbrücken-
Bindungen treten auf, sofern das Gastmolekül hydrophile Gruppen enthält, die mit den 
Hydroxylgruppen des Cyclodextrins interagieren können (Steiner & Saenger 1999). Größe und 
Eigenschaften des Gastmoleküls bestimmen dessen Orientierung im hydrophoben inneren oder am 
hydrophilen äußeren Teil des Cyclodextrins (Liu & Guo 1999; Malta et al. 2008). Bei der 
Komplexbildung handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion, bei der das Gastmolekül entweder 
frei oder gebunden vorliegt. Ein Maß für die Stärke der Komplexbildung ist die Assoziationskonstante 
Ka (Fielding 2000; Duchene 2011), die nach Ka = [CD·G]/[CD][G] berechnet wird (CD: Cyclodextrin; 
G: guest/zu komplexierendes Molekül). Sie ist abhängig von der Größe und Hydrophobizität des 
Gastmoleküls. Je höher Ka, desto stabiler ist der Komplex (Duchene 2011). Unter Annahme einer 1:1 
Stöchiometrie, wird sie über den Benesi-Hildebrand-Plot bestimmt (Fielding 2000). Voraussetzung für 
die analytische Charakterisierung der Komplexbildung sind die Änderungen der chemischen 
Eigenschaften des Gastmoleküls, determiniert über Absorptions-, Fluoreszenz- oder Signaländerungen 
in Kernresonanzspektren (Duchene 2011). Bei der graphischen Methode nach Benesi-Hildebrand wird 
die relative Änderung der jeweiligen Messgröße gegenüber aufsteigender Cyclodextrin- und konstanter 
Molekülkonzentration in doppeltreziproker Form aufgetragen. Aus dem Anstieg lässt sich die 
Bindungskonstante ermitteln. Acartürk & Çelebi (2011) klassifizieren Komplexverbindungen nach der 
Bindungsstärke folgendermaßen:  
 
schwach:    Ka < 500 M-1    moderat:       500 M-1 < Ka < 1000 M-1 
stark:         1000 M-1 < Ka < 20.000 M-1  sehr stark:     Ka > 20.000 M-1 
 
Mit Bindungskonstanten von durchschnittlich bis zu 2.000 M-1 weisen stark lipophile und somit schlecht 
wasserlösliche Arzneistoffe starke, teils sogar sehr starke Wechselwirkungen mit Cyclodextrinen auf 
(Jambhekar & Breen 2016; Tablet et al. 2012). Die Bindungsstärke hydrophiler Peptide liegt hingegen 
im schwach bis moderaten Bereich (Caso et al. 2015; Kahle & Holzgrabe 2004; Nishijo & Tsuchitani 
2001). Neben 1:1 Wirt:Gast-Komplexen kann die Stöchiometrie, welche über die Job’s Plot-Analyse 
bestimmt wird, variieren (Fielding 2000). Hierbei wird die relative Änderung der Messgröße gegen das 
variierende Verhältnis aus Gastmolekül und Cyclodextrin aufgetragen, wobei die Gesamtkonzentration 
beider Verbindungen konstant gehalten wird. Das Maximum der generierten Kurve bestimmt die 
durchschnittliche Komplexstöchiometrie.  




2.2.2.3 Charakterisierung von Cyclodextrin-Komplexen mit Aminosäuren und Peptiden 
Zur Charakterisierung von Cyclodextrin-Einschlussverbindungen haben sich verschiedene Methoden 
etabliert, die jedoch aufgrund variierender Messbedingungen nur bedingt miteinander vergleichbar sind 
(Duchene 2011). Bei Aminosäuren als auch Peptiden ist vor allem das genutzte Medium und dessen pH-
Wert von Bedeutung, da der Protonierungszustand funktioneller Gruppen Auswirkungen auf die 
Wechselwirkungen mit den Hydroxylgruppen der Cyclodextrine hat (Kahle & Holzgrabe 2004). Zu den 
verbreitesten Methoden zur umfassenden Charakterisierung von Aminosäure- und Peptid-Cyclodextrin-
Komplexen gehören neben der UV- und Fluoreszenzspektroskopie, die Potentiometrie und die NMR, 
die im Folgenden näher erläutert werden. Aus den photometrischen und potentiometrischen Methoden 
lassen sich erste Erkenntnisse zur Interaktion zwischen Gastmolekül und Cyclodextrin ableiten, nicht 
jedoch zur Orientierung des Gastmoleküls im oder am Cyclodextrin. Eine Verifizierung und spezifische 
Charakterisierung der Komplexbildung kann ausschließlich über die NMR-Spektroskopie erfolgen. 
Weitere Methoden sind Massenspektrometrie, Calorimetrie und Circulardichroismus-Spektroskopie 
(Nishijo & Tsuchitani 2001; Denadai et al. 2007), auf die im Folgenden nicht weiter eingegangen wird. 
UV- und Fluoreszenzspektroskopie 
Die UV- und fluoreszenzspektroskopischen Methoden zeichnen sich durch eine einfache Handhabung 
und kurze Analysezeiten aus, weshalb sie vielfach zur vorläufigen Beurteilung von Aminosäure-
Cyclodextrin-Interaktionen verwendet werden (Chokchainarong et al. 1992; Shanmugam et al. 2008). 
Die Stärke der Wechselwirkung des Gastmoleküles korreliert mit dem Ausmaß der relativen Änderung 
der Absorption oder Fluoreszenz nach Zugabe vom Cyclodextrin in variierender Konzentration. Die 
abgeleitete Assoziationskonstante gilt ausschließlich für die ausgewählte Wellenlänge. Für Tryptophan 
liegen bis dato keine Literaturstudien vor und auch für weitere aromatische Aminosäuren ist die 
Datenlage gering. Wiczk et al. (2001) untersuchten das Verhalten von Tyrosin in Verbindung mit α-, β- 
und γ-Cyclodextrin mithilfe fluorometrischer Methoden. Die Assoziationskonstanten wurden in 
angegebener Reihenfolge zu 8, 50 und 14 M-1 bestimmt. Die Zugabe von β-Cyclodextrin zeigt demnach 
den größten Einfluss auf Tyrosin. Shanmugam et al. (2008) bestimmten vergleichbare Assoziations-
konstanten von β-Cyclodextrin-Tyrosin-Komplexen – mittels Absorptions- und Fluoreszenzmessungen 
zu 60 bzw. 119 M-1. Zudem konnten sie zeigen, dass die Zugabe des Cyclodextrins mit einer 
Verschiebung des Absorptionsmaximums von Tyrosin in den kurzwelligen Bereich einhergeht, was auf 
die Änderung der Polarität der Umgebung der aromatischen Einheit des Tyrosins durch dessen 
Eindringen in die Kavität des Cyclodextrins zurückgeführt wurde. Des Weiteren bestimmten sie die 
Komplexstöchiometrie des β-Cyclodextrin-Tyrosin-Komplexes zu 1:1. Chokchainarong et al. (1992) 
charakterisierten das Verhalten zwischen Phenylalanin sowie dem phenylalaninhaltigen Tripeptid Gly-
Gly-Phe und α-Cyclodextrin mittels Absorptionsspektroskopie. Die zugehörigen Assoziations-
konstanten wurden zu 12 M-1 und 16 M-1 bestimmt. Die Komplexierung wurde auf den hydrophoben 
Charakter des aromatischen Restes des Phenylalanins zurückgeführt, wobei der Einfluss der 
Peptidbindung auf die Stärke der Wechselwirkung eine untergeordnete Rolle spielt. Liegen in einem 
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Oligopeptid mehrere Aminosäuren mit einem aromatischen Rest vor, so können auch mehrere 
Cyclodextrine mit diesem Peptid interagieren (Duchene 2011). Aree et al. (2012) untersuchten den 
Einfluss von β-Cyclodextrin auf das Verhalten von Phenylalanin mittels Fluoreszenzspektroskopie. Die 
Bindungskonstante wurde zu 21 M-1 bestimmt und liegt damit analog zu den Untersuchungen mit 
Tyrosin über derjenigen, die mit α-Cyclodextrin ermittelt wurde. Darüber hinaus wurde die Komplex-
Stöchiometrie zu 1:1 bestimmt.  
Potentiometrische Titration 
Aminosäuren besitzen mindestens zwei funktionelle Gruppen, die Amino- und Carboxylgruppe des 
Aminosäure-Rückgrates, die abhängig vom pH-Wert des umgebenden Lösungsmittels unterschiedliche 
Protonierungsstufen annehmen können. Nach Kahle & Holzgrabe (2004) erlaubt die Methode der 
potentiometrischen Titration die Berechnung von Assoziationskonstanten des Zwitterions im annähernd 
neutralen (pH 4-8) und des anionischen Analogons im stark basischen Milieu (pH > 11), die der 
kationischen Form war aufgrund fehlender Messmethodik nicht möglich. Bestimmt wurde die Änderung 
der Dissoziationskonstante der sauren oder basischen Gruppe der Aminosäure nach Cyclodextrin-
Zugabe im Vergleich zur reinen Aminosäurelösung. In Tabelle 1-4 sind die Assoziationskonstanten 
ausgewählter aromatischer Aminosäuren und der untersuchten Dipeptide im Komplex mit α- und β-
Cyclodextrin angegeben. Die Berechnung unterlag der Annahme eines molaren Verhältnisses von 1:1 
zwischen Cyclodextrin und Aminosäure. Variierende Komplex-Stöchiometrien wurden nicht beachtet, 
was sich in der hohen Standardabweichung einzelner Bindungskonstanten bemerkbar machen kann 
(Kahle & Holzgrabe 2004). Im Rahmen ihrer Untersuchungen wiesen Kahle & Holzgrabe (2004) nach, 
dass aliphatische Aminosäuren aufgrund ihrer geringen Hydrophobizität und ihrer Größe keine 
Komplexe mit Cyclodextrinen ausbilden. Leucin galt als Ausnahme, was jedoch in weiteren Studien 
nicht bestätigt werden konnte (Sebestyén et al. 2012). Anhand Tabelle 1-4 wird ersichtlich, dass 
Phenylalanin und Tyrosin nur mit β-Cyclodextrin Komplexverbindungen ausbilden. Dies korreliert mit 
der Größe der Kavität der verschiedenen Cyclodextrine (Duchene 2011) und wird im nächsten Abschnitt 
näher erläutert. Da für Phenylglycin keine Interaktion mit sowohl α- als auch β-Cyclodextrinen 
nachgewiesen werden konnte, wurde die beim Phenylalanin und Tyrosin zusätzlich vorhandene 
Methylengruppe und die damit verbundene größere Distanz zwischen dem hydrophoben und dem 
hydrophilen Bereich der Aminosäure als Voraussetzung für die Komplexbildung angesehen (Kahle & 
Holzgrabe 2004). Im basischen Milieu interagiert die anionische Form der Aminosäuren aufgrund der 
Bildung von Wasserstoffbrücken-Bindungen verstärkt mit den Hydroxylgruppen der Cyclodextrine, 
was die Komplexbildung stabilisiert und in höheren Assoziationskonstanten resultiert. Im Gegensatz 
dazu sind selbige im neutralen Bereich durchschnittlich geringer. In diesem liegt die Aminosäure 
vorrangig in der zwitterionischen und damit stark hydratisierten Form vor, sodass elektrostatische und 
Wasserstoffbrücken-Bindungen innerhalb der Aminosäure dominieren. Die kationische Form von 
Aminosäuren führt zu einer abgeschwächten Komplexbildung, da eine positive Ladung elektrostatisch 
unbedeutend ist (Sebestyén et al. 2012). 




Tabelle 1-4: Assoziationskonstanten in M-1 ausgewählter Aminosäuren und Dipeptide unter Zusatz von α- oder β-




K (NH3+) K (NH2) K (NH3+) K (NH2) 
L-Tyr x x 41 ± 9 180 ± 11 
L-Phe x x 85 ± 7 154 ± 8 
L-Trp 190 ± 32 154 ± 30 447 ± 83 571 ± 102 
D-Trp 805 ± 327 651 ± 269 88 ± 17 140 ± 18 
     
L-Ala-L-Phe - - 274 ± 35 403 ± 46 
L-Ala-L-Tyr - - 217 ± 110 293 ± 130 
 
 
Verglichen mit den Bindungskonstanten der isolierten Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin sind 
selbige für die Aminosäuren im Dipeptidverband, Ala-Phe und Ala-Tyr, erhöht (Tabelle 1-4). 
Unterschiede können in der Elimination der Ladungen im Aminosäure-Rückgrat oder der veränderten 
Ausrichtung möglicher Interaktionspartner begründet liegen (Kahle & Holzgrabe 2004). Innerhalb der 
aromatischen Aminosäuren wurde für Tryptophan sowohl mit α- als auch β-Cyclodextrin die höchste 
Bindungskonstante bestimmt, wobei das D-Enantiomer mit α- und das L-Enantiomer mit β-Cyclodextrin 
stärkere Wechselwirkungen zeigt. Diese Unterschiede bieten den Ansatz der Enantiomerentrennung 
über Cyclodextrine (Altria et al. 1996; Malta et al. 2008). Bei den Wechselwirkungen zwischen 
L-Tryptophan und α-Cyclodextrin sind maßgeblich Van-der-Waals-Kräfte und hydrophile 
Wechselwirkungen der Hydroxylgruppen des Cyclodextrins mit der NH3+- und COO--Gruppe des 
Tryptophans von Bedeutung (Nishijo & Tsuchitani 2001). Die gesteigerte Interaktion zwischen dem D-
Enantiomer und α-Cyclodextrin wird auf die veränderte Ausrichtung der funktionellen Gruppen des 
Tryptophan-Rückgrates hin zu den sekundären Hydroxylgruppen des Cyclodextrins zurückgeführt. Aus 
den oben aufgeführten Studien lässt sich ableiten, dass sowohl das Vorhandensein einer aromatischen 
Einheit als auch der Protonierungszustand des Aminosäure-Rückgrates und damit die Auswahl 
geeigneter Solventien von wesentlicher Bedeutung für eine Komplexbildung sind. 
NMR-Spektroskopie 
Die NMR-Spektroskopie stellt die bedeutendste Methode zur Charakterisierung von Cyclodextrin-
Komplexen dar, da sie dezidierte Informationen zur Komplexstruktur liefert. Dabei wird zwischen der 
1D- und 2D-NMR unterschieden, die im Folgenden näher erläutert werden. Die 2D-NMR erlaubt die 
Bestimmung der räumlichen Orientierung eines Gastmoleküls innerhalb des Cyclodextrinkomplexes 
und damit die Verifizierung einer „echten“ Einschlussverbindung. Mit dem ROESY-(„rotating frame 
Overhauser enhancement spectroscopy“)-Experiment wird auf Grundlage des Kern-Overhauser-
Effektes, die Korrelation von Wasserstoff-Kernen aufgezeigt, die sich in räumlicher Nähe zueinander 
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befinden. Die Kopplung benachbarter Protonen ist dabei auf einen Abstand von weniger als 0,5 nm 
limitiert (Aachmann et al. 2012). In Abbildung 1-10 ist das ROESY-Spektrum von D-Tryptophan in 
Anwesenheit von 6-O-a-D-Glucosyl-β-Cyclodextrin (G-β-CD) und die Zuordnung der Wasserstoff-
protonen des Tryptophans als auch die für die Beurteilung der Einschlussverbindung notwendigen 
Protonen H3 und H5 innerhalb der Kavität des Cyclodextrins dargestellt (Akita et al. 2014). In dem 
ROESY-Spektrum ist das 1H-NMR-Spektrum des Tryptophans dem des Cyclodextrins gegenüber-
gestellt. Cross Peaks erscheinen, wenn beide interagierenden Wasserstoffatome weniger als 0,5 nm 
voneinander entfernt vorliegen (Aachmann et al. 2012). Das Ausmaß der Wechselwirkung korreliert mit 
der Intensität der Cross Peaks. Die Protonen der Indoleinheit des Tryptophans interagieren mit H5 des 
Cyclodextrins, was eine tiefe Penetration in dessen Kavität anzeigt. Lediglich H4 des Tryptophans 
wechselwirkt mit H3 des Cyclodextrins, woraus die in Abbildung 1-10 postulierte Komplexstruktur 
abgeleitet wurde. Da neben den Protonen der Indoleinheit auch die Protonen der Methylengruppe und 
H2 des Tryptophans eine Wechselwirkung mit den Protonen innerhalb der Kavität des Cyclodextrins 
hervorrufen, wurde eine 1:2 Komplexstöchiometrie angenommen. In Lösung liegen die freien, die 
einfach und die zweifach komplexierten Moleküle nebeneinander im Gleichgewicht vor. Bisher gibt es 
keine Literaturdaten zur Komplexstruktur zwischen Tryptophan und nicht-modifiziertem Cyclodextrin. 
Neben Tryptophan wurde bereits für Phenylalanin eine echte Einschlussverbindung über ROESY-NMR 
nachgewiesen (Aachmann et al. 2012; Linde et al. 2010). Über den relativen Vergleich der Intensitäten 
der entsprechenden ROESY-Cross Peaks bewerteten Aachmann et al. (2012) die Eindringtiefe und 
Wechselwirkung des Phenylalanins mit α-, β- und γ-Cyclodextrin und schlussfolgerten, dass 
Phenylalanin und β-Cyclodextrin die stärkste Interaktion eingehen (Aachmann et al. 2012). Für Tyrosin 






Abbildung 1-10: 2D-ROESY-Spektrum von D-Tryptophan und 6-O-a-D-Glucosyl-β-Cyclodextrin (pD 11,0 und 
298 K) sowie die postulierte Komplexstruktur nach Akita et al. (2014). 




Um dezidierte Aussagen über den Einfluss des Aminosäure-Rückgrates auf die Komplexbildung zu 
erhalten, wurden die derivatisierten Aminosäuren NAc-Tyr-CONH2 (nicht-ionisch), NAc-Tyr-COOH 
(anionisch) und NH2-Tyr-COOMe (kationisch) im Vergleich zum zwitterionischen Tyrosin untersucht 
(Aachmann et al. 2012). Alle derivatisierten Formen wiesen verstärkte Wechselwirkungen mit der 
Kavität des β-Cyclodextrins auf, wobei die Eindringtiefe der nicht- und der anionischen Form etwa 
gleichartig, jedoch die der kationischen Form am stärksten war. Die Eliminierung der Ladung ging mit 
einer verbesserten Komplexbindung einher. Die verstärkte Wechselwirkung von peptidgebundenem im 
Vergleich zu reinem Phenylalanin unterstützt diese Erkenntnis (Aachmann et al. 2012). Innerhalb eines 
Peptids unterscheidet sich die Bindungsstärke zweier Phenylalaninreste. Beeinflussende Faktoren sind 
sowohl die Konformation des Peptid-Rückgrates als auch eine mögliche sterische Hinderung ausgehend 
von den in der Sequenz benachbarten Aminosäuren (Aachmann et al. 2012). Mithilfe der 2D-NMR 
können Bindungskonstanten ausschließlich über DOSY (Diffusion-ordered spectroscopy)-Experimente, 
die sich mit der Änderung der Diffusionsgeschwindigkeit einer Cyclodextrin-Aminosäuremischung im 
Vergleich zu den einzelnen Verbindung beschäftigen, abgeleitet werden. Linde et al. (2010) bestimmten 
die Assoziationskonstante von β-Cyclodextrin mit Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan in 
angegebener Reihenfolge zu 28 M-1, 41 M-1 und 44 M-1. Analog zu Kahle & Holzgrabe (2004) bilden 
Tryptophan und β-Cyclodextrin die stärksten Komplexe aus.  
 
Im Gegensatz zur 2D-NMR, welche überwiegend der qualitativen Charakterisierung von Cyclodextrin-
Komplexen dient, ermöglicht die 1D-1H-NMR die Bestimmung der Komplexstöchiometrie als auch 
spezifischer Assoziationskonstanten ausgewählter Protonen des Gastmoleküls und des Cyclodextrins, 
woraus sich dezidierte Komplexstrukturen ableiten lassen. 1H-NMR-Spektren weisen Signale für jedes 
Proton oder eine Gruppierung von Protonen auf, deren Verschiebung abhängig von der Elektronen-
dichteverteilung der Umgebung ist. Wechselwirkt eine Aminosäure mit dem Cyclodextrin, ändert sich 
die Elektronendichte in der Umgebung der interagierenden Protonen. Dies führt zur Abschirmung oder 
Entschirmung der Protonen und resultiert in der Änderung der chemischen Verschiebung. Beide 
Varianten werden als Komplexbildung gedeutet (Akita et al. 2014). Bei der Messung eines Komplexes 
in Lösung entspricht die chemische Verschiebung eines Protons dem Durchschnitt der chemischen 
Verschiebung des Protons in freier und komplexierter Form (Fielding 2000). Zur Reproduzierbarkeit 
der 1D-1H-NMR-Spektren werden interne Standards, wie TMS (Tetramethylsilan), verwendet. Da diese 
jedoch mit Cyclodextrinen interagieren und die Bindung zu dem Gastmolekül negativ beeinflussen 
können, ist deren Verwendung in diesem Zusammenhang ungeeignet. Alternativ ist es üblich, das HDO-
Signal als Referenz zu setzen. Chatziefthimiou et al. (2017) bestimmten die Komplexstöchiometrie von 
β-Cyclodextrinkomplexen mit beiden Enantiomere des N-Acetyl-tryptophans über Job’s Plot-Analyse 
(Abbildung 1-11). Infolge der Komplexierung kann lediglich für die innerhalb der Kavität liegenden 
Protonen H3 und H5 als auch H6 des Cyclodextrins eine signifikante chemische Verschiebung 
beobachtet werden. Acetyliertes Tryptophan taucht demnach in die Kavität ein. 






Abbildung 1-11: Job’s Plots aus 1H-NMR-Signalen von β-Cyclodextrin nach Interaktion mit L-NAcTrp (links) 





Abbildung 1-12: Job’s Plots aus 1H-NMR-Signalen L-NAcTrp (links) und D-NAcTrp (rechts) nach Interaktion 
mit β-Cyclodextrin, übernommen von Chatziefthimiou et al. (2017). 
 




Die Maxima der in Abbildung 1-11 dargestellten Kurve liegen bei etwa 0,5. Während für das L-
Enantiomer eine 1:1 Stöchiometrie vorliegt, kann für das D-Enantiomer eine leichte Tendenz in 
Richtung zweifach Komplexierung beobachtet werden (Maximum 0,4; vgl Kap. 2.2.2.2). Im Gegensatz 
dazu wurde für die Protonen des Tryptophans ein unterschiedliches Verhalten beobachtet (Abbildung 
1-12). Die Protonen des Indolringes, speziell der Benzen-Einheit (H3-6), zeigen, wiederum infolge des 
Maximums bei 0,5, ein molares Verhältnis von 1:1 an. Hingegen weisen die Protonen der aliphatischen 
Einheit (H9-12) als auch H8 des Indolringes mit einem Maximum von etwa 0,3 auf ein Verhältnis von 
2:1 zugunsten des Cyclodextrins hin. Da sowohl die Komplexierung des Aminosäure-Rückgrates erst 
bei sehr hohen Konzentrationen an Cyclodextrin detektiert werden kann als auch die Auswertung über 
die Protonen des Cyclodextrins eine 1:1 Komplexstöchiometrie anzeigt, wurde geschlussfolgert, dass 
die Indoleinheit bei der Komplexierung die maßgebliche Bedeutung zukommt. Bindungskonstanten 
wurden im Rahmen der Studien nicht bestimmt. Akita et al. (2014) untersuchten die Komplexbildung 
zwischen D- und L-Tryptophan und 6-O-a-D-Glucosyl-β-Cyclodextrin (G-β-CD). Aus der relativen 
Verschiebung der Resonanzsignale der Protonen des jeweiligen Tryptophan-Enantiomers wurden unter 
Annahme einer 1:1 Stöchiometrie folgende Assoziationskonstanten berechnet:  
 
L-Trp: 1H4: 7 M-1, 1H7: 25 M-1, 1H6: 35 M-1, 1H2: 46 M-1, 1H5: 59 M-1, 1Hg: 192 M-1, 1Ht: 706 M-1 






Abbildung 1-13: Relative Verschiebung der Protonen von D-Tryptophan (5,9 mmol/L) mit steigender 
Konzentration an Cyclodextrin bei pD 11 nach Akita et al. (2014). 
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Die Bindungskonstanten der Protonen des Aminosäure-Rückgrates liegen deutlich über denen der 
Protonen der Indol-Einheit. Anhand Abbildung 1-13 wird ersichtlich, dass Verlauf der Kurve der 
relativen Verschiebung der Resonanzsignale Ht und Hg mit steigender Cyclodextrinkonzentration 
zunächst ansteigt und anschließend wieder abfällt. Als Grund wurde die Änderung der 
Komplexstöchiometrie zwischen Cyclodextrin und Tryptophan von 1:1 zu 2:1 mit zunehmender 
Cyclodextrinkonzentration diskutiert. Zwar bestätigen die Studien von Chatziefthimiou et al. (2017) 
dieses Phänomen doch weisen sie auch die dominierende Rolle der Indoleinheit des Tryptophans bei der 
Komplexbildung nach. Ferner sind die Ergebnisse hinsichtlich messbarer Unterschiede zwischen den 
Tryptophan-Enantiomeren widersprüchlich (Akita et al. 2014; Kahle & Holzgrabe 2004; Malta et al. 
2008). Die signifikanten Unterschiede innerhalb der aufgezeigten Literaturstudien können in der 
Verwendung des mit Zucker modifizierten Cyclodextrins durch Akita et al. (2014) begründet liegen. 
Der Einfluss des Zuckers auf die relative Verschiebung der Protonen und damit die erhaltenen 
Bindungskonstanten des Tryptophans ist nicht geklärt. Eine Bestimmung der Komplexstärke über die 
Protonen des Cyclodextrins wurde nicht vorgenommen. Sebestyén et al. (2012) verifizierten die 
Komplexierung von Phenylalanin durch β-Cyclodextrin mittels 1H-NMR. Während die Auswertung der 
Resonanzsignale des Phenylalanins infolge der sehr geringen Verschiebung erschwert war, konnte für 
die Protonen innerhalb der Kavität des Cyclodextrins eine eindeutige Verschiebungen gemessen werden 
– H3 (4,02-3,94 ppm) und H5 (3,94-3,80 ppm). Eine deutliche Verschiebung trat zudem bei den 1H und 
13C Signalen der CH2-Gruppe und der 13C Signale von -CH und -COO- des Phenylalanins auf. Das 
Aminosäure-Rückgrat ist demnach infolge von Interaktionen zwischen den polaren Gruppen der 
Aminosäure und der Hydroxylgruppen der Cyclodextrine an der Komplexbildung beteiligt. Die 
Protonen der CH2-Gruppe verhalten sich aufgrund der räumlichen Nähe zur Amino- oder 
Carboxylgruppe different. Der Grad der Protonierung dieser funktionellen Gruppen beeinflusst die 
Stärke von Wasserstoffbrückenbindungen mit den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins. Während im 
neutralen Medium intramolekulare Bindungen zwischen Amino- und Carboxylgruppe dominieren, kann 
das Carboxylation im Alkalischen mit den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins wechselwirken 
(Sebestyén et al. 2012). Dies korreliert mit der gesteigerten Verschiebung der Signale im alkalischen 
Milieu was für eine stärke Komplexbildung spricht und die Ergebnisse der Potentiometrie bestätigt 
(Sebestyén et al. 2012; Kahle & Holzgrabe 2004). Assoziationskonstanten wurden im Rahmen der 
Studie nicht bestimmt. Allgemein ist die Datenlage hierzu in der Literatur gering. Es sind keine weiteren 
Studien vorhanden, die die Komplexbildung von den aromatischen Aminosäuren mit α-, β- und γ-
Cyclodextrin in nicht-modifizierter Form über Assoziationskonstanten mittels NMR bestimmen. 
 
 




2.2.2.4 Cyclodextrine und proteolytische Stabilität von Peptiden  
Anhand der oben aufgeführten Studien zeigt sich, dass aromatische Aminosäuren, frei oder im 
Peptidverband vorliegend, mit Cyclodextrinen Komplexverbindungen eingehen können. Infolgedessen 
könnte der proteolytische Abbau bioaktiver Peptide während der gastrointestinalen Verdauung reduziert 
und damit sowohl ihre als gering eingestufte Bioverfügbarkeit als auch physiologische Wirksamkeit 
gesteigert werden. Es liegen nur wenige Studien zum Einfluss von Cyclodextrinen auf die proteolytische 
Stabilität von Peptiden oder peptidanalogen Verbindungen vor. Garcia-Fuentes et al. (2006) erzielten 
für mit α-Cyclodextrin komplexiertes Glutathion eine deutliche Verringerung dessen Spaltung durch die 
γ-Glutamyltranspeptidase um 50 %. Haeberlin et al. (1996) untersuchten die Stabilität von Octreotid 
(D-Phe-cyclo[Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Thr(ol)) und modifiziertem Calcitonin (Peptidhormon, 32 
Aminosäuren) in Verbindung mit Cyclodextrinen. Für beide Verbindungen konnte eine Steigerung der 
Stabilität gegenüber Pepsin und α-Chymotrypsin mit β- (bis zu 25 %) und γ-Cyclodextrin (bis zu 20 %) 
erzielt werden. In Verbindung mit α-Cyclodextrin blieb diese unbeeinflusst. In in situ-Versuchen an 
Ratten konnte die relative Absorption von Octreotid durch die Zugabe von α- und γ-Cyclodextrin 
verdoppelt und durch β-Cyclodextrin sogar vervierfacht werden. Für modifiziertes Calcitonin hingegen 
wurde mit γ-Cyclodextrin eine sechsfache Steigerung erreicht, während diese für α- und β-Cyclodextrin 
bei etwa zwei lag. Cyclodextrine besitzen somit stabilisierende und absorptionssteigernde Eigenschaften 
auf Peptide, wobei das Ausmaß nicht nur vom verwendeten Cyclodextrin sondern auch vom Peptid und 
dessen Struktur abhängig ist (Haeberlin et al. 1996). Denadai et al. (2007) untersuchten den Einfluss 
von β-Cyclodextrin auf die antihypertensive Wirkung des Pentapeptides BPP-5a (Bradykinin 
potenzierendes Peptid). Verglichen mit der Applikation von reinem BPP-5a, wurde für die komplexierte 
Verbindung eine Reduktion des mittleren arteriellen Blutdrucks um bis zu 10 mmHg beobachtet. Als 
Ursache wird eine Steigerung der Bioverfügbarkeit aufgrund der Erhöhung der proteolytischen Stabilität 
infolge der Komplexierung des peptidgebundenen Tryptophans diskutiert. Die in den aufgeführten 
Studien nachgewiesene Erhöhung der proteolytischen Stabilität und physiologische Wirksamkeit von 
Peptiden infolge einer Cyclodextrin-Zugabe kann entweder auf die Steigerung der proteolytischen 
Stabilität der Peptide durch die Bildung von Einschlussverbindungen oder auf die Minderung der 
katalytischen Aktivität eingesetzter Peptidasen infolge der Komplexierung aromatischer Aminosäuren 
in deren Sequenz zurückgeführt werden. Der Einfluss von Cyclodextrinen auf α-Chymotrypsin wurde 
von Irie (1999) dokumentiert. Dabei wird von einer Komplexierung hydrophober Aminosäurereste 
durch 6-O-Maltosyl-β-Cyclodextrin ausgegangen, was zur sterischen Hinderung des katalytischen 
Zentrums der Peptidase und zu einer Senkung der katalytischen Aktivität führen kann. Des Weiteren 
können Cyclodextrine mit Bestandteilen biologischer Membranen, wie Cholesterol, wechselwirken, was 
zu einer Änderung der Membranfluidität und damit zu einer möglicherweise gesteigerten parazellulären 
oder transzellulären Resorption von Peptiden führen könnte (Uekama 2004; Li et al. 2018).  
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2.2.2.5 Cyclodextrine und sensorische Qualität von Proteinhydrolysaten  
Die Geschmacksempfindung wird über Geschmacksknospen vermittelt, die vorwiegend auf der Zunge 
vorkommen. Bei diesen handelt es sich um eine Zusammenlagerung von Geschmackssinneszellen, in 
deren Membran spezifische Rezeptorproteine lokalisiert sind, die mit Geschmacksstoffen interagieren 
(Szejtli & Szente 2005). Süßer Geschmack wird als angenehm wahrgenommen und ein saurer als auch 
salziger Geschmack toleriert. Hingegen wird ein bitterer Geschmackseindruck als unangenehm 
eingestuft. Bereits im Jahr 1953 wurde das erste Patent (DE895769C) veröffentlicht, welches den 
Einfluss von Cyclodextrinen zur Geschmacksverbesserung thematisiert (Webber & Langer 2017; 
Freudenberg et al. 1953). Die Reduktion der Bitterkeit durch die Addition von Cyclodextrinen lässt sich 
entweder auf die Maskierung der Bitterrezeptoren oder auf die Bildung von Einschlussverbindungen 
mit der bitteren Substanz zurückführen, was jeweils die Interaktion zwischen Geschmacksstoff und 
Rezeptor negativ beeinflusst. Die Bitterkeit von Verbindungen korreliert mit deren Hydrophobizität, 
weshalb insbesondere schlecht wasserlösliche hydrophobe Arzneistoffe als Cyclodextrinkomplexe 
vermarktet werden (Loftsson & Duchêne 2007). Auch im Lebensmittelbereich wurde der Einfluss von 
Cyclodextrinen insbesondere zur Elimination sogenannter Off-Flavor oder des Bittergeschmacks von 
Kaffee, Tee(-extrakten) und Citrussäften als auch Sojaprodukten und Proteinhydrolysaten untersucht 
(Astray et al. 2009; Szejtli & Szente 2005; Szente & Szejtli 2004) 
Proteinhydrolysate und Cyclodextrine 
Proteinhydrolysate werden aufgrund ihrer bioaktiven und funktionellen Eigenschaften als Zutat in 
Lebensmitteln eingesetzt, allerdings limitiert deren Bittergeschmack ihre Akzeptanz. Dieser ist vom 
Hydrolysegrad, der Peptidsequenz sowie Hydrophobizität abhängig und wird insbesondere durch 
kurzkettige Peptide und Aminosäuren verursacht (Leksrisompong et al. 2012). Die Geschmacks-
intensität von Aminosäuren ist von der Hydrophobizität ihrer Seitenkette abhängig. Mit Erkennungs-
schwellenwerten von 4 bis 6 mmol/L für L-Tryptophan und L-Tyrosin sowie 5 bis 7 mmol/L für L-
Phenylalanin handelt es sich bei den aromatischen Aminosäuren um die am bittersten wahrgenommenen 
Aminosäuren, gefolgt von L-Isoleucin und L-Leucin (10 bis 12 mmol/L und 11 bis 13 mmol/L) (Belitz 
et al. 2008). Im Vergleich zu L-Tryptophan ist Coffein, mit einer Erkennungsschwelle von 1 mmol/L, 
um den Faktor 5 bitterer (Belitz et al. 2008). Chromatographische Methoden oder die Nutzung von 
Adsorbentien, wie Aktivkohle, zur Verringerung des Bittergeschmacks würden mit einer Abtrennung 
essentieller sowie aromatischer Aminosäuren und einem möglichen Verlust der Bioaktivität 
einhergehen und sind somit ungeeignet (Leksrisompong et al. 2012). Beispielsweise korreliert die Stärke 
der ACE-inhibitorischen Aktivität von Dipeptiden mit deren Hydrophobizität und Bitterkeit (Pripp & 
Ardö 2007). Neben der Nutzung von Additiven, wie Aromastoffen, Süßungsmitteln und Einfachzuckern 
zur Maskierung des Bittergeschmacks (Leksrisompong et al. 2012), stellt die Verwendung von 
Cyclodextrinen aufgrund der Bildung von Einschlussverbindungen mit aromatischen Aminosäureresten 
(vgl. Kap. 2.2.2.3) eine interessante Option dar. Linde et al. (2009, 2010) untersuchten den Einfluss von 




Cyclodextrinen auf den bitteren Geschmack von Sojaproteinhydrolysat. Wie Abbildung 1-14 zu 
entnehmen, wurde durch eine stufenweise Steigerung der α-Cyclodextrin-Konzentration (3 bis 10 %) 
die Bitterkeit der Sojaproteinhydrolysat-Lösung um bis zu 60 % verringert. Die Zugabe von 3 % 
α-Cyclodextrin war nicht signifikant (Linde et al. 2009). Verglichen mit α-Cyclodextrin führte die 
Zugabe von β-Cyclodextrin zu einer deutlich stärkeren Maskierung der Bitterkeit, in 5-%iger 
Konzentration sogar um fast 90 % (Linde et al. 2010). Für γ-Cyclodextrin liegen keine Studien vor. Die 
verbesserte Wirksamkeit von β- gegenüber α-Cyclodextrin korrelierte mit der Geschmacksbeurteilung 
einzelner Aminosäure- im Vergleich zu Aminosäure/Cyclodextrin-Lösungen im molaren Verhältnis von 
1:1 (Linde et al. 2010; Linde et al. 2009): α-Cyclodextrin: Phenylalanin – leicht sauer zu leicht 
metallisch; Tyrosin – leicht medizinisch zu bitter; Tryptophan – leicht bitter/keine Änderung; 
β-Cyclodextrin: Phenylalanin – leicht sauer zu leicht süß mit bitterem Nachgeschmack; Tyrosin – leicht 
medizinisch zu geschmacklos; Tryptophan – leicht bitter zu geschmacklos. Ausgehend davon änderte 
lediglich die Zugabe von β-Cyclodextrin den Geschmackseindruck der Aminosäuren. γ-Cyclodextrin 




2.2.3 Fazit und Zielstellung 
Die physiologische Wirksamkeit ACE-inhibitorischer Dipeptide ist aufgrund deren proteolytischer 
Instabilität limitiert, weshalb Möglichkeiten zur Erhöhung der Stabilität notwendig werden. Der Einfluss 
der Hydrolysatmatrix als auch die Verwendung von Cyclodextrinen auf die proteolytische Stabilität 
sollte daher untersucht werden. Diese Studien schließen die Charakterisierung von Wechselwirkungen 
zwischen Dipeptiden und Cyclodextrinen mit ein. Cyclodextrine finden zudem in der Geruchs- und 
Geschmacksmaskierung Verwendung, weshalb deren Potential zur Verringerung der Bitterkeit der 
generierten Hydrolysate abgeschätzt werden sollte.  
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HSP 5% + α-CD 10%
HSP 5% + α-CD   5%
HSP 5% + α-CD   3%
HSP 5% + β-CD   5%
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Abbildung 1-14: Bitterkeit einer 5 %-igen Sojaproteinhydrolysat-Lösung (HSP) pur sowie mit 3, 5 und 10 % α- 
bzw. 3 und 5 % β-Cyclodextrin; Bitterkeits-Skala von 0 bis 10 nach Linde et al. (2009, 2010). 




2.3 Proteinhydrolysate als natürliche Antioxidantien 
 
Peptide können bioaktiv sein oder aufgrund ihres antioxidativen Potentials zur Erhöhung der 
Lagerstabilität und damit zur Erhaltung der Qualität von Lebens- und Futtermitteln beitragen. Die 
Hemmung der Lipidperoxidation wird forciert, um die Ranzigkeit, die charakteristische Änderungen 
hinsichtlich Farbe, Aroma und Viskosität der Lebensmittel umfasst, zu unterbinden sowie einer Senkung 
des ernährungsphysiologischen Wertes einzelner Lebensmittelbestandteile oder der Bildung potentiell 
toxischer Oxidationsprodukte vorzubeugen (Samaranayaka & Li-Chan 2011; Frankel 1980; Robards et 
al. 1988; Gülçin 2012; Shahidi & Zhong 2015). Aktuell besteht ein großes Interesse daran, synthetische 
Antioxidantien durch toxikologisch unbedenkliche Alternativen zu ersetzen. Neben Tocopherolen aus 
Ölen und Ölsaaten, Ascorbinsäure, Flavonoiden und Carotenoiden aus Obst und Gemüse und 
phenolischen Komponenten aus Gewürzen und Kräutern, werden Aminosäuren und Peptide sowie 
Maillard-Reaktionsprodukte als natürliche Antioxidantien diskutiert (Pokorný 1991; Samaranayaka & 
Li-Chan 2011). Die Nutzung von Proteinen und Presskuchen, welche bei der Mehl- und Ölherstellung 
anfallen, bietet zudem die Möglichkeit der Verwertung von Nebenprodukten der Lebens- und 
Futtermittelproduktion (Dei Piu’ et al. 2014; Popović et al. 2013). 
 
2.3.1 Mechanismus und Auswirkung der Lipidperoxidation 
Die Lipidperoxidation beschreibt den oxidativen Abbau von Lipiden und kann in Autoxidation, 
Photooxidation, thermische oder enzymatische Oxidation unterteilt werden, wobei die Autoxidation 
(Oxidation durch atmosphärischen Sauerstoff) die häufigste Ursache des oxidativen Verderbs von 
Lebensmitteln darstellt (Shahidi & Zhong 2015). Die Geschwindigkeit ist von der Zusammensetzung 
sowie Position der ungesättigten Fettsäuren innerhalb des Triacylglyceridmoleküls, der Konzentration 
und Wirksamkeit von Pro- und Antioxidantien, der mit dem Sauerstoff in Verbindung stehenden 
Oberfläche, dem Wassergehalt, der Lagertemperatur sowie dem Lichteinfluss abhängig (Robards et al. 
1988). Die Lipidperoxidation startet mit der Bildung von Hydroperoxiden. Die sogenannte 
Fotooxygenierung wird durch einen guten Lichtzutritt während der Lagerung des Lebensmittels 
begünstigt, da durch UV-Strahlung vorhandener Sauerstoff zum Singulettsauerstoff (1O2) angeregt 
werden kann (Min & Boff 2002). Sensibilisatoren, wie Chlorophyll in pflanzlichen Lebensmitteln, 
können ebenfalls eine Anregung des Sauerstoffs bewirken (Frankel 1984). Singulettsauerstoff ist stark 
elektrophil und reagiert anschließend mit ungesättigten Fettsäuren zu Fettsäurehydroperoxiden. Deren 
Zersetzung in Alkoxy- (RO•) und Peroxyradikale (ROO•) kann durch UV-Licht beziehungsweise 
Schwermetallionen, wie Eisen- und Kupferionen, induziert werden und steht für den Start der 
Autoxidation. Schwermetalle können natürlicherweise im Lebensmittel enthalten oder durch 




Verarbeitungsapparaturen sowie Verpackungsmaterialien eingetragen werden. Die gebildeten Radikale 
lösen einen Radikalkettenmechanismus aus, der in Kettenwachstum, Kettenverzweigung und 
Kettenabbruch unterteilt wird. Beim Kettenwachstum reagieren Alkylradikale (R•) in einer schnellen 
Reaktion mit Luftsauerstoff und bilden dabei Peroxyradikale (RO2•). Die Peroxyradikale sind 
reaktionsträge und abstrahieren selektiv das am schwächsten gebundene Wasserstoffatom aus den 
Fettsäuremolekülen (RH), der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Radikalkettenmechanismus. 
Die Wasserstoffabstraktion ist in ungesättigten Fettsäuren bevorzugt, da die Wasserstoffatome der 
Methylengruppe in Nachbarschaft von Doppelbindungen eine geringe Bindungsdissoziationsenergie 
aufweisen. Bei der Kettenverzweigung entstehen durch den Zerfall der Fettsäurehydroperoxide reaktive 
Alkoxy- (RO•), Peroxy- (ROO•) und Hydroxyradikale (•OH). Dieser Mechanismus wird durch 
Schwermetalle begünstigt. Durch Kollision von Radikalen erfolgt der Kettenabbruch. Hydroperoxide, 
die primären Oxidationsprodukte, sind farb-, geruch- und geschmacklos zudem instabil und reaktiv und 
daher schlecht zu quantifizieren (Fenaille et al. 2001). Die Bewertung der Lipidperoxidation erfolgt über 
sekundäre Oxidationsprodukte. Zu diesen zählen Aldehyde und Ketone aber auch Alkane, Alkene, 
Alkohole, Ester und Säuren, die in Folgereaktionen gebildet werden und sensorisch aktiv sind (Fenaille 
et al. 2001). Die auf der Lipidperoxidation basierenden unerwünschten Aromaänderungen werden durch 
flüchtige sekundäre Oxidationsprodukte hervorgerufen, welche vom Verbraucher als ranzig, fischig, 
pappig oder metallisch beschrieben und damit negativ bewertet werden (Frankel 1980; Shahidi & Zhong 
2015). Besonders qualitätsmindernd wirkt sich das sogenannte „warmed-over flavor“ von gekochtem 
und anschließend kühlgelagertem Fleisch aus, was auf die während des Zerkleinerungs- und 
Garprozesses aus dem Fleischprotein Myoglobin freigesetzten zweiwertigen Eisenionen 
zurückzuführen ist, welche die Lipidperoxidation katalytisch beschleunigen (Sato & Hegarty 1971). Als 
Indikator für Aromafehler dient vorwiegend das aus der Linolsäure gebildete Hexanal, da es das 
quantitativ bedeutsamste Sekundärprodukt darstellt (Belitz et al. 2008). Als weiterer Indikator für die 
Lipidperoxidation dient die Dicarbonylverbindung Malondialdehyd (MDA) – ein geruchloses stark 
elektrophiles Sekundärprodukt, welches durch die Oxidation mehrfach ungesättigter Fettsäuren entsteht 
und durch die bifunktionelle Gruppe in Schiff´sche Basen-Reaktionen vor allem mit ε-NH2-Gruppen 
von Lysinresten in Proteinen reagieren kann. Protein-Quervernetzungen können sich auf die Löslichkeit 
der Proteine und damit auf die Textur und Viskosität des Lebensmittels auswirken (Gardner 1979; Belitz 
et al. 2008). MDA wird als toxisch, mutagen und kanzerogen eingestuft, da es DNA-Addukte bilden 
kann (Marnett 1999). Nicht nur die sekundären Oxidationsprodukte auch Radikale, die aus dem Abbau 
der Fettsäurehydroperoxide hervorgehen, können mit Proteinseitenketten interagieren und zu Protein-
Protein-Quervernetzungen, Protein-Spaltung, Protein-Lipid-Addukten oder zum Aminosäureabbau 
führen (Gardner 1979). Zu den labilsten Aminosäuren zählen Tryptophan gefolgt von Tyrosin, Lysin, 
Methionin, Histidin und Cystein (Gardner 1979). Bei einem niedrigen Wassergehalt im Lebensmittel ist 
der Abbau der Aminosäurereste in Proteinen gegenüber der radikalischen Vernetzung bevorzugt. Neben 
der Auswirkung auf die Textur der Lebensmittel kann der Verlust von Aminosäuren mit einer 
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Verminderung des Nährwertes einhergehen. Durch Polymerisierungsreaktionen der sekundär gebildeten 
Lipidperoxidationsprodukte können Farbveränderungen im Lebensmittel hervorgerufen werden (Choe 
& Min, 2009). Sekundär gebildete Aldehyde können mit freien Aminogruppen an Proteinen reagieren 
und dabei Schiff´sche Basen bilden. Nach mehrfacher Aldolkondensation entstehen braune Polymere 
(Belitz et al. 2008). 
 
2.3.2 Antioxidantien zur Hemmung der Lipidperoxidation 
Als geschwindigkeitsbestimmende Faktoren der Lipidperoxidation gelten unter anderem die 
Lagertemperatur, UV-Licht und die Anwesenheit von Sauerstoff (Robards et al. 1988). Um eine 
Fotooxygenierung zu unterbinden und damit die Lipidperoxidation zu verzögern, sollten Lebensmittel 
kühl und dunkel sowie vakuumverpackt gelagert werden (Belitz et al. 2008). Eine weitere Maßnahme 
liegt in der Minimierung der Schwermetallgehalte. Zum Erhalt der Qualität von raffinierten Ölen sind 
Maximalgehalte für Eisen und Kupfer von 2,5 und 0,1 mg/kg Öl festgelegt (Standard 2009). Pflanzliche 
Öle enthalten zudem natürlicherweise α-Tocopherol als Antioxidans (Gliszczyńska-świgło et al. 2007). 
Daneben kann ein gezielter Zusatz von natürlichen und synthetischen Antioxidantien zur Erhöhung der 
Lagerstabilität von Ölen, Fetten und fetthaltigen Lebensmitteln Anwendung finden (Gülçin 2012). 
 
2.3.2.1 Wirkmechanismen 
Antioxidantien können die Oxidation von Lipiden über das Abfangen von Radikalen, das Chelatieren 
von Metallen, durch Quenchen des Singulett-Sauerstoffs oder durch Inaktivierung der Lipoxygenase 
hemmen oder verzögern (Choe & Min 2009). Antioxidantien deaktivieren Radikale überwiegend über 
zwei Mechanismen, den HAT (hydrogen atom transfer)- und den SET (single electron transfer)-
Mechanismus (Abbildung 1-15). Der dominierende Mechanismus wird über die strukturellen 
Eigenschaften des Antioxidans und dessen Effizienz von der Bindungsdissoziationsenergie (BDE) und 
dem Ionisationspotential bestimmt (Prior et al. 2005). Der HAT-Mechanismus beschreibt die 
Übertragung eines Wasserstoffatoms auf ein bei der Lipidperoxidation gebildetes Radikal in einem 
kinetischen Schritt. Dieser Transfer ist gekoppelt an einen Elektronentransfer, welcher vom Ionenpaar 
des Antioxidans zum einfach unbesetzten Molekülorbital des Radikals stattfindet (Di Meo et al. 2013). 
Es bildet sich ein stabileres und weniger reaktives Radikal des Antioxidans, welches häufig über ein 
π-System resonanzstabilisiert wird (Polumbryk et al. 2013). Dieser Wirkmechanismus kann unter 
Berücksichtigung des gekoppelten Elektronentransfers zusätzlich in den Elektronen-Protonen-Transfer 
(ET-PT) und den sequentiellen Protonenverlust und Elektronentransfer (SPLET) unterteilt werden, 
welche zweistufige Varianten des HAT-Mechanismus darstellen (Di Meo et al. 2013; Galano et al. 
2016). Beim ET-PT-Mechanismus folgt auf die Übertragung eines Elektrons der Protonentransfer. Da 
die Protonenübertragung bei diesem Mechanismus sehr schnell verläuft, wird dieser oft als HAT-




Mechanismus gedeutet (Di Meo et al. 2013). Der SPLET-Mechanismus verläuft invers zum ET-PT-
Mechanismus. Zunächst wird ein Protonenverlust initiiert, auf den ein Elektronentransfer folgt. 
Voraussetzung für diesen Mechanismus ist die Stabilität des nach der Protonenabgabe entstehenden 
Anions, sodass ein Elektronentransfer möglich ist, bevor es zu einer erneuten Protonierung kommt (Di 
Meo et al. 2013). Der SET-Mechanismus verläuft lediglich über einen Elektronentransfer auf ein bei der 
Lipidperoxidation gebildetes Radikal (Polumbryk et al. 2013). Das aus dem Radikal gebildete Anion 
entspricht einem energetisch stabilen Intermediat. Das Antioxidans wird dabei zum Radikal-Kation 
oxidiert und im wässrigen Medium reversibel zum Antioxidansradikal deprotoniert. Die Fähigkeit zum 
Elektronentransfer ist abhängig vom Reduktionspotential des Antioxidans und wird durch den pH-Wert 






Abbildung 1-15: Ausgewählte Wirkmechanismen von Antioxidantien: (1) HAT-, (2) ET-PT-, (3) SPLET- und (4) 
SET-Mechanismus nach Di Meo et al. (2013), Galano et al. (2016) und Polumbryk et al. (2013). 
 
 
Der HAT- und der SET-Mechanismus können parallel ablaufen. Die Struktur und Eigenschaften des 
Antioxidans sowie dessen Löslichkeit in der Lebensmittelmatrix entscheiden über den dominierenden 
Mechanismus. Die Fähigkeit eines Antioxidans nach dem HAT- oder dem SET-Mechanismus zu 
reagieren, hängt zum einem vom Ionisationspotential und zum anderen von der Bindungsenergie des 
abzugebenden Wasserstoffs an der funktionellen Gruppe des Antioxidans ab (Prior et al. 2005). 
Phenolische Verbindungen wirken zumeist über den HAT-Mechanismus, da das nach Abgabe des 
Wasserstoffatoms entstandene Phenoxyradikal über das aromatische System resonanzstabilisiert und 
damit stabil ist. Die BDE der Hydroxygruppen in Phenolen dient aus diesem Grund zur Abschätzung 
für die antioxidative Wirksamkeit phenolischer Antioxidantien (Wright et al. 2001). Die BDE der 
Hydroxylgruppe von Phenolen kann durch Substituenteneffekte beeinflusst werden. Ein induktiver 
Effekt, beispielsweise durch einen tert-Butylrest in Ortho- oder Parastellung, kann die Elektronendichte 
des Aromaten erhöhen und somit die BDE der Hydroxylgruppe schwächen (Brigati et al. 2002). Im 
basischen Milieu kann die antioxidative Aktivität von Phenolen erhöht werden. Nach der 
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Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppen zum Phenolat ist der Elektronentransfer-
mechanismus prädominant gegenüber dem Wasserstoffatomtransfer und führt zur Reduktion von 




Abbildung 1-16: Wirkmechanismen phenolischer Verbindungen mit Peroxylradikalen nach Gülçin (2012). 
 
 
Unterschiede beider Mechanismen spiegeln sich ergänzend in der Reaktionszeit wider. Der HAT-
Mechanismus verläuft schnell und wirkt sich somit positiv auf die Wirkung des Antioxidans aus. Der 
SET-Mechanismus hingegen verläuft langsamer, das Antioxidans braucht demzufolge länger bis zum 
Erreichen der vollständigen antioxidativen Wirkung (Prior et al. 2005). Zwei oder mehrere 
Antioxidantien können synergistisch, antagonistisch oder additiv wirken (Choe & Min 2009). 
Synergismus zwischen Antioxidantien tritt auf, wenn ein Antioxidans durch ein anderes regeneriert wird 
oder die Wirkweise der Antioxidantien unterschiedlichen Mechanismen zugrunde liegt. Von 
antagonistischen Effekten wird gesprochen, wenn das schwächere Antioxidans durch ein stärkeres 
Antioxidans regeneriert wird, das wirksamere Antioxidans durch die Radikale des weniger wirksamen 
Antioxidans oxidiert wird oder ein Wettbewerb zwischen der Bildung von Antioxidant-Radikaladdukten 
und deren Regeneration besteht (Choe & Min 2009). Wirken sie additiv, so summiert sich deren 
antioxidative Aktivität. 




2.3.2.2 Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität 
In Abhängigkeit der oben dargestellten Wirkmechanismen stehen zur Bewertung der antioxidativen 
Kapazität von Antioxidantien verschiedene in vitro Methoden zur Verfügung, die sich aufgrund ihrer 
chemischen Basis in den ET- und den HAT-basierten Assay einteilen lassen. ET-basierte Assays messen 
die antioxidative Aktivität über die Reduktion eines Oxidationsmittels und unterliegen einem nicht-
kompetitiven Reaktionsschema (Huang et al. 2005). Der Grad der mit der Reduktion einhergehenden 
Farbänderung korreliert mit der Stärke beziehungsweise Konzentration des Antioxidans. Der am 
häufigsten verwendete ET-basierte Assay ist der TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)-Assay, 
in welchem das Radikalkation ABTS·+ in Anwesenheit eines Antioxidans abgefangen wird. Die 
reduzierende Kapazität von Antioxidantien ist vom pH-Wert abhängig. Während sie unter sauren 
Bedingungen aufgrund der Protonierung möglicherweise unterdrückt wird, kann sie im Basischen 
infolge auftretender Dissoziationen von Protonen phenolischer Komponenten gesteigert werden (Huang 
et al. 2005). Im Gegenzug dazu handelt es sich bei HAT-basierten Assays, wie dem ORAC (oxygen 
radical absorbance capacity)-Assay, um kompetitive Reaktionschemata, innerhalb derer das 
Antioxidans und Substrat um thermisch erzeugte Peroxylradikale konkurrieren, die durch die 
Zersetzung von Azoverbindungen entstehen (Huang et al. 2005). Sie verlaufen meist sehr schnell und 
sind unabhängig vom Lösungsmittel und pH-Wert (Prior et al. 2005). Zusammenfassend wird demnach 
unter Verwendung der in vitro Assays die Fähigkeit eines Antioxidans gemessen (a) als Radikalfänger 
zu wirken (DPPH (diphenyl-1-picrylhydrazy), ABTS, ORAC, TRAP (total radical trapping antioxidant 
parameter)) oder (b) Radikale zu reduzieren (DPPH, ABTS, FRAP (ferric ion reducing antioxidant 
parameter)) (Prior et al. 2005). Obwohl TEAC/ABTS- und DPPH-Assays als ET-basiert kategorisiert 
werden, können die Radikale neben der direkten Reduktion über den Elektronentransfer auch über eine 
Wasserstoffübertragung neutralisiert werden (Prior et al. 2005). Ferner kann mittels (c) TBARS 
(Thiobarbituric acid reactive substances)-Assay das Ausmaß der Inhibierung der Lipidperoxidation oder 
(d) die metallkomplexierende Wirkung beurteilt werden. Die Angabe der antioxidativen Aktivität 
erfolgt üblicherweise als IC50-Wert, die Konzentration des Antioxidans, die notwendig ist um 50 % des 
Radikals zu deaktivieren, oder als TE-Wert (Trolox Equivalent), was der antioxidativen Aktivität einer 
Substanz bezogen auf Trolox, einem synthetischen, wasserlöslichen α-Tocopherolanalogon, entspricht. 
Die mittels eines einzelnen Assays bestimmte antioxidative Aktivität gilt jeweils spezifisch für eine 
bestimmte chemische Reaktivität und drückt daher nicht die gesamte antioxidative Aktivität aus, 
weshalb nach Huang et al. (2005) nicht von einer antioxidativen Aktivität sondern von einer 
antioxidativen Kapazität gesprochen werden sollte. Für eine umfassende Beurteilung des Antioxidans 
müssen mehrere Assays angewendet werden (Frankel & Meyer 2000). Kritisch zu hinterfragen sind die 
in in vitro Modellen oftmals erheblichen Konzentrationsunterschiede zwischen Substrat und 
Antioxidans zugunsten des Antioxidans (Huang et al. 2005). Während in vitro Modelle somit lediglich 
der Abschätzung der antioxidativen Wirksamkeit dienen, ist die Verwendung von Lebensmittelmodellen 
sowie -matrices zur Bewertung der Stärke des Antioxidans von maßgeblicher Bedeutung. Lebensmittel 
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sind hinsichtlich ihrer Zusammensetzung sehr heterogene Systeme. Das Ausmaß an hydrophilen 
beziehungsweise lipophilen Bereichen bedingt den Einsatz spezifischer Antioxidantien und dessen 
Wirksamkeit (Frankel et al. 1994; Frankel & Meyer 2000). In Hinblick auf eine Anwendung in Lebens- 
oder Futtermitteln sollte die Komplexität dieser bei der Wahl eines geeigneten Messsystems zur 
Charakterisierung des antioxidativen Potentials berücksichtigt werden (Frankel & Meyer 2000). Als 
Marker zählen unter anderem die Peroxidzahl, Gehalte an Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen 
(TBARS), einschließlich MDA, sowie flüchtige Aldehyde, wie Hexanal, als auch sensorische 
Komponenten (Robards et al. 1988). Die oxidative Stabilität des Lebensmittels kann zudem mithilfe der 
Ranzimat-Methode über den Nachweis der Bildung flüchtiger Säuren analysiert werden. Zur Bewertung 
der antioxidativen Aktivität ist es notwendig, vergleichend kommerziell verwendete Antioxidantien 
mitzuführen. Die Effektivität des Antioxidans ist neben dessen Verteilung in den beiden Phasen von der 
Lipidzusammensetzung, dem Oxidationsgrad, dem Vorhandensein von Initiatoren, wie Metallionen, 
oder anderen Bestandteilen des Lebensmittels abhängig. Das Vorhandensein mehrerer Antioxidantien 
als Bestandteil des Lebensmittels kann mit synergistischen, antagonistischen oder additiven Effekten 
einhergehen (vgl. Kap. 2.3.2.1). 
 
2.3.2.3 Kommerziell verwendete Antioxidantien 
Synthetische Antioxidantien 
Der Einsatz synthetischer Antioxidantien ist weltweit verbreitet, da sie effizient, kostengünstig und 
geschmacksneutral sind (Shahidi & Zhong 2015). Sie finden nicht nur in Lebensmitteln, sondern auch 
in kosmetischen und Futtermitteln sowie Verpackungsmaterialien Verwendung (Belitz et al. 2008). Zu 
den wichtigsten Vertretern zählen die Phenole Butylhydroxytoluol (BHT; E 321), Butylhydroxyanisol 
(BHA; E 320) und Tert.-Butylhydrochinon (TBHQ; E 319), die Gallate, wie Propylgallat (E 310), sowie 
das fettlösliche Ascorbinsäurederivat Ascorbylpalmitat (E 304) (Carocho & Ferreira 2013). Aufgrund 
der starken Lipophilie der synthetischen Antioxidantien, finden diese insbesondere in Fetten, Ölen 
(BHT, BHA, TBHQ und Gallate) und fetthaltigen Saucen (Ascorbylpalmitat) Anwendung, wo sie sich 
an der Oberfläche der Fettphase anreichern und antioxidativ wirken. Für Öl/Wasser (O/W)-Emulsionen 
werden bevorzugt die lipophileren Antioxidantien BHT und BHA, bei Fetten und Ölen hingegen 
aufgrund ihrer Anreicherung an der Grenzfläche Fett/Luft die etwas stärker polaren Antioxidantien 
TBHQ und Propylgallat eingesetzt. Antioxidantien werden als Lebensmittelzusatzstoffe eingestuft, 
deren Verwendung in der Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 über Lebensmittelzusatzstoffe (VO (EG) 
1333/2008) rechtlich geregelt ist. Die festgelegten Höchstmengen sind in Abhängigkeit der jeweiligen 
Lebensmittelkategorie festgelegt und basieren auf toxikologischen Bewertungen. Für BHT konnten 
hormonähnliche, teratogene, mutagene und kanzerogene Wirkungen gegenüber Nagetieren 
nachgewiesen werden, weshalb die Europäische Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) BHT als 
toxikologisch bedenklich einstufte und einen ADI-Wert (acceplable daily intake) von 0,25 mg/kg KG/d 




festlegte (EFSA 2012). Die ADI-Werte für BHA sowie TBHQ und Propylgallat liegen in angegebener 
Reihenfolge bei 1,0 sowie 0,7 und 0,5 mg/kg KG/d (EFSA 2011; EFSA 2004; EFSA 2014). Ein 
kombinierter Einsatz von Antioxidantien in Lebensmitteln ist zugelassen. Hierbei werden synergistische 
Effekte zwischen einzelnen Antioxidantien zur Steigerung der Wirksamkeit genutzt. Ein Beispiel für 
den kombinierten Einsatz stellt die gemeinsame Nutzung von BHT und BHA dar, wobei BHT als 
Synergist durch die Übertragung von Wasserstoffatomen zur Regenerierung der primären Antioxidans 
BHA beiträgt (Omura 1995). Die Phenoxyradikale, die nach der Abgabe von Wasserstoffatomen aus 
dem BHT entstehen, können weiterhin Peroxyradikale abfangen, sodass die inhibierende Wirkung im 
Vergleich zur einzelnen Nutzung beider Antioxidantien verstärkt wird. Die antioxidative Wirksamkeit 
der synthetischen Antioxidantien beruht vorwiegend auf dem HAT-Mechanismus (Wright et al. 2001). 
Die Bindungsdissoziationsenergie der Hydroxygruppe wird durch Substituenteneffekte am Phenol 
beeinflusst. Die Methoxygruppe in Parastellung und tert.-Butylreste in Orthostellung von BHT und 
BHA verringern die BDE der Hydroxygruppe und begünstigen die Wasserstoffatomabgabe (Wright et 
al. 2001). Die TE-Werte der aufgeführten Antioxidantien liegen etwa bei 1 bis 3 μmol Trolox/μmol 




Abbildung 1-17: Ausgewählte Vertreter synthetischer Antioxidantien nach Gülçin (2012). 
 
Natürliche Antioxidantien 
Die toxikologischen Bedenken gegenüber den synthetischen Antioxidantien in Lebensmitteln führen zu 
einem steigenden Interesse an natürlichen Alternativen. Natürliche Antioxidantien sind vor allem 
pflanzlichen Ursprungs. In Lebensmitteln werden vorrangig die Ascorbinsäure (E 300) und die 
Tocoperhole (α-, γ-, δ-Tocopherol, E 307-309) eingesetzt, welche ebenfalls in der Verordnung (EG) 
Nr. 1333/2008 über Lebensmittelzusatzstoffe (VO (EG) 1333/2008) rechtlich geregelt sind. Aufgrund 
der toxikologischen Unbedenklichkeit beider Verbindungen sind diese überwiegend nach dem quantum 
satis Prinzip ohne Höchstmengenbeschränkung zugelassen. Bei der Gewinnung von Ölen aus Ölsaaten 
werden fettlösliche Antioxidantien, wie Tocopherole, simultan extrahiert und liefern dem gewonnenen 
Öl einen natürlichen Schutz vor der Lipidperoxidation (Gliszczyńska-świgło et al. 2007). α-Tocopherol 
ist ein primäres Antioxidans, welches mit der Hydroxylgruppe am Chromanring über den HAT- und 
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SPLET-Mechanismus antioxidativ wirken kann (Niki 1987; Musialik & Litwinienko 2005). TE-Werte 
wurden für α-Tocopherol zu 1,0 und für L-Ascorbinsäure zu 1,1 μmol Trolox/μmol Antioxidans 




Abbildung 1-18: Ausgewählte Vertreter natürlicher Antioxidantien: (A) α-Tocopherol und (B) Ascorbinsäure. 
 
 
L-Ascorbinsäure wirkt vorwiegend nach dem HAT- und weniger nach dem ET-PT-Mechanismus (Njus 
& Kelley 1991). Sie kann in Abhängigkeit von der Konzentration pro- und antioxidativ wirken. Bei der 
Verwendung von geringen Mengen Ascorbinsäure kommt es zu einer prooxidativen Wirkung, welche 
auf der durch die Säure hervorgerufenen Reduktion vom Eisen(III)- zum Eisen(II)-Ion beruht. 
Schwermetalle wirken katalysierend auf die Radikalbildung der Lipidperoxidation. Eine antioxidative 
Aktivität der Ascorbinsäure wird erst bei höheren Konzentrationen (> 10-3 mol/l) erreicht (Belitz et al. 
2008). Ascorbinsäure wirkt zudem als Synergist und ist in der Lage α-Tocopherol zu regenerieren (Niki 
1987; Choe & Min 2009). Frankel et al. (1994) konnten zeigen, dass das lipophile Antioxidans 
α-Tocopherol in einer O/W-Emulsion und die hydrophile Ascorbinsäure im Öl effektiver antioxidativ 
wirken, was mithilfe des polaren Paradoxons nach Porter diskutiert wird. Diese empirische Regel besagt, 
dass polare oder amphiphile Antioxidantien mit hohem HLB-Wert (hydrophilic lipophilic balance) 
zumeist in unpolaren Medien, wie Öl, effektiver wirken, während lipophile oder amphiphile 
Antioxidantien mit geringem HLB-Wert in polaren Emusionen ativer sind (Shahidi & Zhong 2011). 
 
2.3.3 Proteinhydrolysate als natürliche Antioxidantien  
Antioxidativ wirkende Aminosäuren und Peptide sind gesundheitlich unbedenklich und können 
zeitgleich zu einer Steigerung des Lebensmittelnährwertes führen (Sarmadi & Ismail, 2010). 
Pflanzenproteinhydrolysate sind heterogene Gemische aus Peptiden, Dipeptiden und Aminosäuren.   
 
2.3.3.1 Ausgewählte in vitro Studien zu Aminosäuren und Dipeptiden  
Die antioxidative Aktivität von Peptiden lässt sich auf die Anwesenheit antioxidativ wirkender 
Aminosäurereste in der Sequenz zurückführen. Zheng et al. (2016) untersuchten 20 freie Aminosäuren 
auf deren antioxidative Aktivität. Mittels ABTS-Assay konnte für Tyrosin, Tryptophan und Cystein eine 




radikalabfangende Aktivität nachgewiesen werden (Tyr = 5,90; Trp = 3,51; Cys = 0,99 μmol 
Trolox/μmol Aminosäure). Analog dazu wurde mittels ORAC-Assay für Tryptophan, Tyrosin, 
Methionin und Cystein eine peroxylradikalabfangende Aktivität bestimmt (Trp = 4,05; Tyr = 2,32; 
Met = 0,47; Cys = 0,32 μmol Trolox/μmol Aminosäure). Weitere Studien bestätigen die Reihenfolge 
der antioxidativen Aktivität der Aminosäuren (Torkova et al. 2015). Die höhere antioxidative Aktivität 
des Tyrosins im ABTS-Assay ist auf die Betrachtung nicht nur des HAT- sondern zudem des ET-
Mechanismus zurückzuführen (Abbildung 1-16, vgl. Kap. 2.3.2.1 und 2.3.2.2). Für die restlichen 
Aminosäuren wurden sowohl im ABTS- als auch im ORAC-Assay sehr geringe antioxidative 
Aktivitäten mit TE-Werten kleiner 0,1 μmol Trolox/μmol Aminosäure festgestellt (Zheng, Y. Zhao, et 
al. 2016; Torkova et al. 2015). Die Aminosäuren Tyrosin, Tryptophan und Cystein gelten aufgrund der 
Hydroxyl-, Amino- und Sulfurylgruppe als Wasserstoffdonatoren (Zheng, Y. Zhao, et al. 2016; 
Hernández-Ledesma et al. 2005). Die geringe BDE der Sulfurylgruppe des Cysteins von 88,15 kcal/mol 
ermöglicht einen schnellen Wasserstoffatomtransfer (Moore & Julian 2012). Cystein oxidiert jedoch 
bevorzugt zu Cystin über die Ausbildung von Disulfidbrücken und steht damit nicht als Antioxidans zur 
Verfügung. Im Vergleich dazu sind die BDEs der Aminogruppe der Indoleinheit des Tryptophans mit 
92,30 kcal/mol und der Hydroxylgruppe des Tyrosins mit 93,19 kcal/mol erhöht (Moore & Julian 2012). 
Die Wasserstoffübertragung ist mit der Bildung stabiler Indoyl- und Phenoxylradikale verbunden 
(Hernández-Ledesma et al. 2005). Neben dem HAT-Mechanismus kann die antioxidative Wirksamkeit 
von Tyrosin zusätzlich auf den SPLET- und von Tryptophan auf den ET-PT-Mechanismus zurück-
geführt werden (Aliaga & Lissi 2000; Zheng, Y. Zhao, et al. 2016). Die antioxidative Wirksamkeit der 
Aminosäuren ist vom pH-Wert abhängig. Marcuse (1960) konnte für Cystein im Linolsäuremodell-
system bei einem pH-Wert von 7,4 zunächst eine prooxidativen und ab einem pH-Wert von 9,5 einen 
antioxidativen Effekt beobachten. Dies steht in Übereinstimmung mit der von Zheng et al. (2016) 
nachgewiesenen Korrelation der Steigerung der antioxidativen Aktivität von Tyrosin mit zunehmendem 
pH-Wert. Dieser begünstigt die Deprotonierung der Hydroxylgruppe und führt daher bei Antioxidantien, 
deren Wirkmechanismen auf dem HAT-Mechanismus beruht, zu einer Steigerung der antioxidativen 
Aktivität. Der pka-Wert der Hydroxygruppe von Tyrosin beträgt 10,07 (Belitz et al., 2008). Die Radikal-
deaktivierung über den Elektronentransfermechanismus ist daher auch für Tyrosin möglich und trägt 
zur antioxidativen Aktivität bei (Zheng et al., 2016). Für Histidin wird ebenfalls eine antioxidative 
Wirkung diskutiert, die auf die metallkomplexierenden Eigenschaften des Imidazolrings zurückgeführt 
wird (Elias et al. 2008). Hydrophobe Aminosäuren leisten weiterhin einen Beitrag zum antioxidativen 
Potential, indem sie die Löslichkeit der entsprechenden Peptide in der Lipidphase erhöhen und somit 
die Grenzflächenaktivität steigern (Sarmadi & Ismail 2010). Zheng et al. (2016) untersuchten die 
radikalabfangende Aktivität tryptophan- und tyrosinhaltiger Dipeptide. Zunächst konnte gezeigt 
werden, dass im Vergleich zu den Einzelaminosäuren die Aktivität abnahm (Tabelle 1-5). Die 
Unterschiede zwischen den Assays sind auf die bereits erläuterten Wirkmechanismen der Aminosäuren 
zurückzuführen. 
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Tabelle 1-5: Antioxidative Kapazität von Tryptophan und Tyrosin sowie tryptophan- und tyrosinhaltiger 
Dipeptide, bestimmt mittels ABTS- und ORAC-Assay nach Zheng et al. (2016). 
 
  
Antioxidative Kapazität TE [µmol Trolox/µmol Dipeptid] 
 Tyr Tyr-X X-Tyr 
Tyr − X
X − Tyr⁄  Trp Trp-X X-Trp 
Trp − X
X − Trp⁄  
ABTS 5,9 3,6 ± 0,6 0,9 ± 0,9 4,1 3,5 1,9 ± 0,6 0,9 ± 0,8 2,1 
ORAC 2,3 1,2 ± 0,4 0,5 ± 0,4 2,1 4,1 3,0 ± 1,0 1,4 ± 1,1 2,1 
 
 
Tabelle 1-5 veranschaulicht, dass sowohl tryptophan- als auch tyrosinhaltige Dipeptide, die Tryptophan 
beziehungsweise Tyrosin am N-Terminus tragen, eine durchschnittlich um Faktor 2 gesteigerte 
antioxidative Kapazität aufweisen. Zheng et al. (2016) vermuteten auf Grundlage von Davies (2003), 
dass der Stickstoff des Aminosäure-Rückgrates der freien Form ein effizientes Nucleophil zur Bildung 
cyclischer Oxidationsprodukte darstellt (Abbildung 1-19). Peptidische Strukturen, insbesondere 
ausgebildet über den N-Terminus, hingegen, verzögern die Ringbildung aufgrund der Delokalisierung 
des freien Elektronenpaars in der Peptidbindung. Torkova et al. (2015) bestätigen die hohe Bedeutung 
des Modifikationsgrades der Aminogruppe. Zheng et al. (2016) vermuteten weiterhin, dass die 
Carboxylatgruppe aufgrund der Ausbildung von Wasserstoff-Brückenbindungen den Wasserstoff oder 
Elektronentransfer der phenolischen beziehungsweise indolischen Gruppen der aromatischen 
Aminosäuren beeinflusst. Die Beeinflussung des Elektronentransfers könnte einen Erklärungsansatz für 
die deutlich verringerte antioxidative Kapazität der X-Tyr-Dipeptide mittels ABTS-Assay bieten. Die 
sterischen Unterschiede können sich zudem auf das Ausmaß sowie die Struktur der Oxidationsprodukte 




Abbildung 1-19: Schema zur Bildung des cyclischen Oxidationsproduktes 3a-Hydroxy-6-oxo-2,3,3a,6,7,7a-
hexahydro-1H-indol-2-Carboxylsäure am Beispiel von Tyrosin, übernommen von Davies et al. (2003). 




Die Stöchiometrie der Reaktion zwischen Tyrosin und Tryptophan mit dem ABTS-Kationradikal liegt 
bei ca. 11,2 und 6,6 (Aminosäure:ABTS), was eine antioxidative Wirkung gebildeter Oxidations-
produkte bestätigt (Zheng, M. Zhao, et al. 2016). Die antioxidative Kapazität der Dipeptide wird nicht 
nur über die Position der aromatischen Aminosäuren sondern zudem über die benachbarte Aminosäure 
bestimmt, wobei der Einfluss auf physikalisch-chemische Eigenschaften, wie Hydrophobizität, sterische 
Eigenschaften oder Interaktionen über ionische oder Wasserstoffbrücken-Bindungen, zurückgeführt 
wird (Zheng, Y. Zhao, et al. 2016). 
 
2.3.3.2 Ausgewählte in vitro Studien zu Proteinhydrolysaten 
Einige in vitro Studien belegen die antioxidative Aktivität von Proteinhydrolysaten (Power et al. 2013). 
Native Proteine spielen eine untergeordnete Rolle, was insbesondere für die Pflanzenproteine auf deren 
schlechte Löslichkeit und damit Unterdrückung des antioxidativen Potentials zurückzuführen ist (Morr 
et al. 1985; Zayas 1997). Neben der Steigerung der Proteinlöslichkeit geht die hydrolytische Spaltung 
mit einer Senkung des allergenen Potentials der Proteine einher, was hinsichtlich der Verwendung einen 
positiven Nebeneffekt darstellt (Ena et al. 1995; Peng et al. 2010). Für die Stärke der antioxidativen 
Kapazität einzelner Hydrolysate sind das Molekulargewicht und die Aminosäurezusammensetzung von 
maßgeblicher Bedeutung (Zhao, Xiong, et al. 2012; Sarmadi & Ismail 2010). Demnach determinieren 
die Spaltspezifität des Hydrolyseenzyms, das E/S-Verhältnis als auch die Hydrolysebedingungen, wie 
Temperatur und Zeit, das Ausmaß des antioxidativen Potentials (Contreras et al. 2011; Dryáková et al. 
2010; Power et al. 2013; Sarmadi & Ismail 2010). Mit β-Lactalbumin angereichertes Molkenprotein-
konzentrat wurde mit Thermolysin unter Variation der Hydrolysebedingungen hydrolysiert und die 
antioxidative Kapazität mittels ORAC-Assay untersucht (Contreras et al. 2011). Während für natives 
Molkenprotein lediglich eine geringe antioxidative Kapazität (0,162 µmol Trolox/mg Protein ≈ 0,04 µg 
Trolox/µg Protein) nachgewiesen werden konnte, führte die Hydrolyse und anschließende Ultrafiltration 
(MWCO: 3 kDa) zu einem deutlichen Aktivitäts-anstieg um bis zu Faktor 15 (0,832 bis 2,321 µmol 
Trolox/mg Protein ≈ 0,21 bis 0,58 µg Trolox/µg Protein). Sowohl die Erhöhung des E/S-Verhältnisses 
als auch der Hydrolysezeit ging mit einer Steigerung der Aktivität einher. Unter Nutzung des ABTS-
Assays wurde die antioxidative Kapazität des Molkenproteins zu 0,19 µmol Trolox/mg Protein (≈ 0,05 
µg Trolox/µg Protein), des Alcalase-Hydrolysates zu 1,18 µmol Trolox/mg Protein (≈ 0,30 µg Trolox/µg 
Protein) und des fraktionierten Hydrolysates (MWCO: < 3 kDa) zu 1,96 µmol Trolox/mg Protein (≈ 0,50 
µg Trolox/µg Protein) bestimmt (Athira et al. 2015). Die Hydrolyse erhöhte demnach die antioxidative 
Aktivität um Faktor 6 und die Ultrafiltration um Faktor 10. Weitere Studien bestätigen für kurzkettige 
Peptide (0,1 bis 2,8 kDa) die höchste Radikalfänger-Eigenschaft (Peng et al. 2009). Synthetische 
Antioxidantien als Kontrolle wurden im Rahmen dieser Studien nicht mitgeführt. Eine weitere Studie 
bestimmte mittels ORAC-Assay die antioxidative Kapazität von BHA zu 2,43 µmol Trolox/µmol BHA 
(≈ 3,38 µg Trolox/µg BHA) (Dávalos et al. 2004). BHA ist demnach das effektivere Antioxidans (Faktor 
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6). Wird die antioxidative Aktivität der Proteinhydrolysate mit natürlichen Antioxidantien verglichen, 
so zeigt sich für die Proteinhydrolysate ein deutliches Potential. Die TE-Werte (ABTS-Assay) für die 
natürlichen Antioxidantien α-Tocopherol und Ascorbinsäure sowie des körpereigenen Antioxidans 
Glutathion liegen bei 1,0 (≈ 0,6) und 1,1 (≈ 1,6) sowie 1,2 (≈ 1,0) µmol Trolox/µmol Antioxidans (µg 
Trolox/µg Antioxidans) (Re et al. 1999). Die Wahl des Hydrolyseenzyms sowie der Grad der Hydrolyse 
korrelieren neben den radikalabfangenden Eigenschaften zudem mit der metallchelatierenden als auch 
reduzierenden Aktivität (FRAP-Assay) von Proteinen sowie der zunehmenden Inhibierung der Bildung 
von Fettsäureoxidationsprodukten (Peng et al. 2010). Diese Erkenntnisse lassen sich auf Pflanzen-
proteine übertragen (Dei Piu’ et al. 2014; Coscueta et al. 2016; Alashi et al. 2014). Für die Hydrolysate 
des Rapsproteins wurden unter Verwendung des ABTS-Assays EC50-Werte (effektive Konzentration, 
die 50 % der freien Radikale abfängt) im Bereich von 15 bis 25 µg/mL bestimmt (Alashi et al. 2014). 
Alcalase führte zu den wirksamsten Hydrolysaten gefolgt von Pankreatin, Chymotrypsin, Trypsin und 
Pepsin. Verglichen mit dem unbehandelten Hydrolysat (85 µg/mL) wurde eine Steigerung der Aktivität 
um Faktor 3 bis 6 erzielt. Für die Molekulargewichtsfraktion < 1 kDa wurde eine leichte Aktivitäts-
erhöhung erreicht (10 bis 18 µg/mL) Die Hydrolysate sind tendenziell weniger effizient als das 
körpereigene Antioxidans Glutathion (γ‐L‐Glu–L‐Cys–Gly) mit einem EC50-Wert von 1,6 µg/mL. Als 
weiteres Textsystem fand der ORAC-Assay zur Anwendung. Wiederum führte die Hydrolyse mittels 
Alcalase (1,8 µmol Trolox/mg Protein ≈ 0,45 µg Trolox/µg Protein) zur effektivsten Freisetzung des 
antioxidativen Potentials aus dem nativen Protein (0,2 µmol Trolox/mg Protein ≈ 0,05 µg Trolox/µg 
Protein). Die Ultrafiltration (MWCO: 1 kDa) steigerte die antioxidative Aktivität (2,2 µmol Trolox/mg 
Protein ≈ 0,55 µg Trolox/µg Protein).  
 
 
Tabelle 1-6: Überblick über die antioxidative Aktivität ausgewählter Proteine und Proteinhydrolysate (H) sowie 
kommerziell verwendeter Antioxidantien (AO) und des körpereigenen Antioxidans. 
 
  µg Trolox/µg AO Referenz 
Molkenprotein & Thermolysin-H < 3 kDa ORAC 0,04 & 0,2 - 0,6 (Contreras et al. 2011) 
Molkenprotein & Alcalase-H bzw. < 3 kDa ABTS 0,05 & 0,3 bzw. 0,5 (Athira et al. 2015) 
Rapsprotein & Alcalase-H bzw. < 1 kDa ORAC 0,05 & 0,5 bzw. 0,6 (Alashi et al. 2014) 
Sojaproteinhydrolysat Corolase PP-H ABTS 0,78 (Coscueta et al. 2016) 
Sojaproteinhydrolysat Corolase PP-H ORAC 1,05 (Coscueta et al. 2016) 
BHA ORAC 3,4 (Dávalos et al. 2004) 
α-Tocopherol ABTS 0,6 (Re et al., 1999) 
Ascorbinsäure ABTS 1,6 (Re et al., 1999) 
Glutathion 
ABTS 1,0 (Re et al., 1999) 
ORAC 0,4 (Alashi et al. 2014) 




Der ORAC-Wert für Glutathion wurde zu 1,6 µmol Trolox/mg Protein (≈ 0,40 µg Trolox/µg Protein) 
bestimmt, was eine zu den Hydrolysaten gleichwertige Wirkung widerspiegelt (Alashi et al. 2014). Für 
Sojaproteinhydrolysat wurde in Abhängigkeit der Hydrolysezeit mit Corolase PP eine antioxidative 
Kapazität von bis zu 0,78 (ABTS-Assay) bzw. 1,05 µg Trolox/µg Protein (ORAC-Assay) bestimmt 
(Coscueta et al. 2016). Ein antioxidatives Potential konnte ferner für weitere pflanzliche Proteinquellen, 
wie beispielhaft Reisprotein (Zhao, Xiong, et al. 2012; Dei Piu’ et al. 2014), Weizenprotein (Zhu et al. 
2006), Maisprotein (Zhu et al. 2008), Erbsenprotein (Li et al. 2008) und Algenprotein (Sheih et al. 2009) 
bestätigt werden. In Abhängigkeit der dargestellten Erkenntnisse lässt sich schlussfolgern, dass 
Pflanzen- ein zu Molkenproteinhydrolysaten vergleichbares oder leicht gesteigertes antioxidatives 
Potential aufweisen. 
 
2.3.3.3 Studien zu Proteinhydrolysaten im Lebensmittel 
Während die in vitro Methoden zur ersten Abschätzung des antioxidativen Potentials von peptidischen 
Verbindungen dienen, kann eine Bewertung der tatsächlichen antioxidativen Aktivität lediglich unter 
Nutzung des Lebensmittelmodells erfolgen. Von maßgeblicher Bedeutung ist hierbei die Verteilung des 
Antioxidans in der Lebensmittelmatrix. Zwar liegen bisher nur wenige Studien vor, die sich mit der 
antioxidativen Wirkung von Proteinhydrolysaten in Lebensmitteln beschäftigen, doch konnten diese 
teils ein im Vergleich zu synthethischen Antioxidantien gutes antioxidatives Potential anzeigen (Peña-
Ramos & Xiong 2003; Zhu et al. 2017; Díaz & Decker 2004; Wang & Xiong 2005; Zhao, Selomulya, 
et al. 2012; L. Zhang et al. 2010). Zum Nachweis der antioxidativen Wirksamkeit von Protein-
hydrolysaten in Lebensmitteln werden neben Öl und Öl-Wasser-Emulsionen vorzugsweise Lagerstudien 
mit Fleischproben durchgeführt. Die antioxidative Wirksamkeit von mit Trypsin hydrolysiertem 
Reisprotein (2,5 mg/mL) wurde unter Verwendung einer mit Tween 20 stabilisierten Rapsöl(10 %)-
Wasser-Emulsion untersucht (Zhao, Selomulya, et al. 2012). Nach einer Lagerungsdauer von 14 Tagen 
bei 37 °C unter Lichtausschluss wurde eine Inhibierung des Peroxidgehaltes um 38 % und des mittels 
TBARS-Assay ermittelten Gehaltes an MDA um 65 % erzielt. Die Erhöhung der Konzentration auf 20 
mg/mL führte zu einer Inhibierung des Peroxidgehaltes um 90 % und der MDA-Bildung um 75 %. Zhu 
et al. (2017) untersuchten die Auswirkung von mithilfe mikrobieller Proteasen hydrolysiertem 
Erbsenprotein auf die Lipidperoxidation von erhitztem und anschließend bei 4 °C gelagertem 
Rindfleisch mittels der TBARS-Methode. Für die undotierte Kontrollprobe wurden die 
Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen, ausgedrückt als mg MDA Äquivalent pro kg Fleisch, zu 8 an 
Tag 1 und 39 an Tag 15 bestimmt. Verglichen zur undotierten Fleischprobe führte der Einsatz 
entsprechender Hydrolysat-Ultrafiltrate (MWCO < 1 kDa) bei einer Konzentration von 250 µg pro g 
(0,025 %) Fleisch nach einer Lagerdauer von 1 bzw. 15 Tagen zu einer Reduktion der Thiobarbitursäure-
reaktiven Substanzen um bis zu 62 % bzw. 32 %. Als Positivkontrolle diente BHA, welches eine 
vergleichbare Wirkung zeigte (200 µg/g; Tag 1 = 61 %, Tag 15 = 46 %). Wang & Xiong (2005) 
untersuchten den Einfluss von unbehandeltem und mit Alcalase hydrolysiertem Kartoffelprotein (4 %) 
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auf gebratenes und anschließend bei 4 °C gelagertes Rindfleisch. Sowohl unbehandeltes als auch 
hydrolysiertes Kartoffelprotein inhibierte die Bildung Thiobarbitursäure-reaktiver Substanzen nach 
7 Tagen um bis zu 41 bzw. 50 %, wobei das Hydrolysat zu einer gesteigerten Wirkung beiträgt. Die 
Untersuchung orientierte sich an den Studien von Peña-Ramos & Xiong (2003). Diese untersuchten den 
Zusatz von unbehandeltem beziehungsweise mit Flavorenzym oder Chymotrypsin hydrolysiertem 
Molken- und Sojaproteinisolat (2 %) auf die Oxidation von Schweinefleisch. Unabhängig vom 
Hydrolysegrad verringerte die Zugabe des Sojaproteinhydrolysates die Bildung Thiobarbitursäure-
reaktiver Substanzen nach 7 Tagen um durchschnittlich 30 %. Unbehandeltes Molkenprotein zeigte 
einen geringeren Effekt von 18 %, welcher durch dessen Hydrolyse leicht gesteigert werden konnte (25 
%). Weitere Studien zum direkten Vergleich der antioxidativen Wirksamkeit von Pflanzen- und 
Milchproteinen liegen in der Literatur derzeit nicht vor. Hinsichtlich der Milchproteine wurde die 
antioxidative Wirkung von mit Trypsin hydrolysiertem Caseinhydrolysat, der < 10 kDa-Fraktion und 
von einer mit Caseinophosphopeptiden angereicherten Fraktion untersucht (Díaz & Decker 2004). Dafür 
wurden 10 g Rindfleisch mit je 0,5 % versetzt, gekocht, anschließend für 4 Tage bei 4 °C gelagert und 
das Fortschreiten der Lipidperoxidation mittels TBARS-Methode analysiert. Im Vergleich zur 
undotierten Fleischprobe konnte durch den Zusatz vom Caseinhydrolysat, der < 10 kDa-Fraktion 
beziehungsweise der mit Caseinophosphopeptiden angereicherten Fraktion eine Inhibierung der 
Lipidperoxidation um 38 %, 26 % bzw. 80 % erzielt werden. Die hohe antioxidative Wirksamkeit der 
Caseinophosphopeptide wurde auf deren metallkomplexierende Eigenschaften, insbesondere der durch 
den Koch- und Zerkleinerungsprozess freigesetzten Eisenionen, zurückgeführt.  
 
2.3.3.4 Modifizierung mittels Maillard-Reaktion 
Während der Lebensmittelprozessierung sowie -lagerung können reduzierende Kohlenhydrate und 
Amine miteinander reagieren, bekannt als Maillard-Reaktion, wie beispielhaft für die Reaktion von 
Laktose mit der ε-Aminogruppe des peptidgebundenen Lysins zum Amadoriprodukt Lactosyllysin in 
der Milch nachgewiesen (Henle, Walter & Klostermeyer 1991). Zwar kann die Maillard-Reaktion 
demnach zu einer Senkung des ernährungsphysiologischen Wertes von Proteinen führen jedoch können 
Maillard-Reaktionsprodukte (MRPs) andererseits zur Ausbildung eines antioxidativen Potentials 
beitragen (Lingnert & Eriksson 1980). Dieses ist neben der Aminosäure und dem Zucker von den 
Reaktionsbedingungen, wie pH-Wert, Temperatur und dem molarem Verhältnis der Reaktionspartner, 
abhängig. Hinsichtlich reduzierender Zucker sind Pentosen (Ribose und Xylose) reaktiver als Hexosen 
(Glucose und Fructose) und diese reaktiver als Disaccharide (Vhangani & Van Wyk 2016; Lingnert & 
Eriksson 1980). Lingnert & Eriksson (1980) konnten für die Reaktionsprodukte aus Histidin und Xylose 
nicht jedoch aus Glycin und Xylose einen deutlichen antioxidativen Effekt im Linolsäuremodell infolge 
der Verringerung der Bildung sekundärer Oxidationsprodukte nachweisen. Ein vergleichbarer Effekt 
ergab sich für die Reaktionsprodukte aus dem Dipeptid Histidylglycin. Die des Glycylhistidins hingegen 




führten zu einem verringerten Effekt, was die Abhängigkeit des antioxidativen Potentials von der 
Primärsequenz bestätigt (vgl. Kap. 2.3.3.1) (Zheng, Y. Zhao, et al. 2016; Torkova et al. 2015). In einer 
weiterführenden Studie wurde die Auswirkung der MRPs aus Histidin und Glucose auf die Lagerung 
von Keksen untersucht (Lingnert 1980). Mit Schweineschmalz (17 %) versetzter Keksteig wurde ohne 
oder mit Zusatz von (a) Histidin (0,1 %) und Glucose (1 %) oder (b) MRPs (0,1 %) aus Histidin und 
Glucose im Vergleich zu den synthetischen Antioxidantien (c) BHA/BHT (0,002 %) bei 220 °C 
gebacken und anschließend bei 30 °C gelagert. Sowohl in den undotierten als auch mit MRPs (b) 
versetzten Keksen wurde bereits nach 4 bzw. 6 Monaten ein deutlich ranziger Geschmack 
wahrgenommen. Für die BHA/BHT (c) beinhaltenden Kekse wurde ab 6 Monaten ein leichter Anstieg 
der Ranzigkeit festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde für die Kekse nach (a) erst nach 14 Monaten ein 
selbiger beobachtet. Die analysierten Gehalte an Hexanal und der Peroxidzahl bestätigten die 
Erkenntnisse der sensorischen Untersuchung. Die antioxidative Wirksamkeit kann auf die Bildung von 
MRPs durch die zugesetzte Glucose infolge der Hitzebehandlung zurückgeführt werden. Bedinghaus & 
Ockerman (1995) untersuchten den Einfluss von MRPs (3 % v/w) aus reduzierenden Zuckern (Glucose 
und Xylose je 0,2 M) und Aminosäuren (Arginin, Histidin, Leucin, Lysin und Tryptophan je 0,2 M) auf 
gekochtes und anschließend bei 4 °C gelagertes Schweinefleisch mittels TBARS-Assay. Alle MRPs 
inhibierten die Lipidperoxidation, wobei sich die MRPs aus Tryptophan und Lysin mit Xylose gefolgt 
von Glucose als am effektivsten erwiesen. Es liegen nur wenige Studien zur antioxidativen Aktivität 
von MRPs aus Proteinen oder deren Hydrolysaten und reduzierenden Zuckern in vitro (Dong et al. 2011; 
Oh et al. 2013; Wang et al. 2013; Liu et al. 2014) oder unter Nutzung eines Lebensmittelmodells vor 
(Alfawaz et al. 1994; Dong et al. 2012; Dong et al. 2011). Wang et al. (2013) untersuchten die 
Auswirkungen der Maillard-Reaktion auf die antioxidative Aktivität von Molkenproteinisolat. MRPs 
wurden mit Xylose, Glucose, Fruktose, Laktose, Maltose oder Sucrose (molares Verhältnis 2:1 für das 
Protein) unter Variation des pH-Wertes zwischen 3 und 9 hergestellt. Die Verwendung von Xylose 
führte mit Abstand zu der höchsten radikalfangenden und reduzierenden Aktivität in vitro verglichen zu 
den anderen Kohlenhydraten sowie dem nativen Protein oder den reinen Mono- bzw. Disacchariden. 
Mit steigendem pH-Wert wurde das antioxidative Potential weiter gesteigert. Oh et al. (2013) ließen 
Molkenproteinkonzentrat oder Natriumcaseinat und Laktose (1:5 w/w) bei 55 °C und pH 7,4 für 7 Tage 
reagieren und hydrolysierten die Proteine anschließend unter Verwendung von Alcalase. Unabhängig 
von der eingesetzten Proteinspezies nahm sowohl die radikalabfangende als auch die reduzierende 
Aktivität in vitro der MRPs mit steigender Hydrolysezeit zu. Analog zu den unbehandelten 
Proteinhydrolysaten kann die antioxidative Aktivität der mittels Maillard-Reaktion modifizierten 
Proteinhydrolysate durch Fraktionierung des niedermolekularen Anteils (< 3 kDa) weiter gesteigert 
werden (Su et al. 2011; Liu et al. 2012). Dong et al. (2011) untersuchten den Einfluss der Maillard-
Reaktion auf die antioxidative Aktivität von mit Alcalase-hydrolysiertem Natriumcaseinat unter 
Verwendung einer Fischöl/Wasser-Emulsion. MRPs wurden infolge der Reaktion aus dem 
Proteinhydrolysat mit verschiedenen Konzentrationen an Glucose (1:0,2-0,8 (w/w)) bei 80 °C für bis zu 
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12 h hergestellt. Die zunehmende Bräunung mit steigender Glucosekonzentration sowie Erhitzungs-
dauer korrelierte mit einem Anstieg der radikalabfangenden Aktivität (DPPH-Assay) von etwa 10 auf 
45 %, jedoch mit einer Abnahme der Eisenkomplexierung um durchschnittlich 5 %, wofür die 
nachgewiesene Abnahme freier Aminogruppen diskutiert wurde. Sowohl das Hydrolysat als auch die 
MRPs inhibierten die Lipidperoxidation (TBARS-Assay) der Fischöl/Wasser-Emulsion. Für die MRPs 
konnte jedoch keine gegenüber dem Hydrolysat gesteigerte antioxidative Aktivität nachgewiesen 
werden. Die Erkenntnisse sind mit denen für MRPs aus Glucose und mit Alcalase-hydrolysiertem 
β-Lactoglobulin vergleichbar (Dong et al. 2012). Alfawaz et al. (1994) bewerteten die antioxidative 
Aktivität von MRPs, hergestellt durch Autoklavieren von Glucose mit säure- oder enzymatisch-
hydrolysiertem Ei-Albumin oder Sojaproteinisolat, im Rinderhackfleisch nach dem Kochen und einer 
8-tägigen Kühllagerung mittels TBARS-Assay und der Quantifizierung sekundärer Oxidationsprodukte 
(Hexanal). Nach einstündiger Erhitzung gebildete MRPs inhibierten bei einer Einsatzkonzentration von 
1 % nahezu vollständig die Lipidperoxidation und von 0,5 % etwas abgeschwächter aber immer noch 
signifikant verglichen mit der undotierten Probe. 10-minütiges Erhitzen stellte sich als nicht ausreichend 
zur Bildung von MRPs mit antioxidativer Aktivität heraus. Ein positiver Nebeneffekt von MRPs kann 
deren positiver Einfluss auf die sensorische Qualität von Proteinhydrolysaten darstellen, welche einen 
starken Bittergeschmack aufweisen (vg. Kap. 2.2.2.5). In diesem Zusammenhang konnte für MRPs aus 
Caseinproteinhydrolysat und Glucose beziehungsweise Sojaproteinhydrolysat und Xylose eine 
deutliche Reduktion der Bitterkeit erzielt werden (Dong et al. 2011; Liu et al. 2012). Die Maillard-
Reaktion bietet demnach ein sehr gutes Potential zur Erhöhung der antioxidativen sowie sensorischen 
Qualität von Proteinhydrolysaten. 
 
2.3.4 Fazit und Zielstellung 
Proteinhydrolysate weisen in vitro ein gutes antioxidatives Potential auf, was auf die antioxidativ 
wirkenden Aminosäuren, speziell Tryptophan und Tyrosin, zurückgeführt wird. Ausgehend davon sollte 
die Eignung von Reis- und Molkenproteinhydrolysat als Antioxidans im Vergleich zu synthetischen 
Antioxidantien untersucht werden. Dazu sollte zunächst deren antioxidative Aktivität in vitro 
abgeschätzt und anschließend im Lebensmittelmodell überprüft werden. Orientierende Studien sollen 
weitere Erkenntnisse zum antioxidativen Potential von MRPs geben. 
 





3 Materialien und Methoden 
3.1 Chemikalien, Materialien, Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
 
Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien 
Name Spezifikation Hersteller 
1,1,3,3-Tetraethoxypropan-1,3-d2 
99,1 %, 98,5 Atom-% D; 
Lot# I1-5877 
Cambridge Isotope Laboratories, 
Inc., Andover, USA 
1,1,3,3-Tetramethoxypropan 99 %; Lot# MKBH9455V Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2,2´-azonobis(3- ethylbenzothiazoline)-
6-sulfornic acid (ABTS) 
≥ 98 %, HPLC grade; 
Lot# SLBP9592V 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) D 9132 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol 
(BHT) 





99,5 %; H3375 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
α-Tocopherol ≥ 98 % Fluka, Buchs, Schweiz 
Alcalase 
Bacillus licheniformis 
≥ 2,4 U/g; P4860  
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)P-OH  ≥ 95 %; BML-P161-0001 Enzo Life Sciences, Lörrach 
Abz-Leu-Phe-Lys(Dnp)-OH  ≥ 97 %; A5855 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Abz-Ser-Asp-Lys(Dnp)P-OH > 97 %; BML-P162-0001 Enzo Life Sciences, Lörrach 
Aceton 




HPLC grade; 1.00030.5000 
LC-MS grade; 10001334 
VWR, Darmstadt 
Alcalase (from bacillus licheniformis) ≥ 2.4 U/g protein Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ameisensäure ≥ 99 %; p.a. Grüssing, Filsum 
Ammoniak ≥ 25 % VWR, Darmstadt 
Ammoniumchlorid zur Analyse; 1.01145.0500 Merck, Darmstadt 
Ammoniumsulfat zur Analyse; 0032 
Mallinckrodt Baker, 
Griesheim 
Amylase, α- (from hog pancreas) 4,6 units/mg; 1217978 Fluka, Buchs, Schweiz 
Angiotensin I, human > 93 %; A9650 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Angiotensin II, human > 93 %; A9525 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Angiotensin-Converting Enzym  
(Ursprung: Kaninchenlunge) 
≥ 2 U/mg; A6778 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Name Spezifikation Hersteller 
Ascorbinsäure, L- 99,5 %, zur Analyse, 10167 Grüssing, Filsum 
Ascorbinsäure, 6-O-Palmitoyl-L- 
≥ 99,0 %, BioXtra; 
Lot# BCBM8371V 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Azocasein A2765 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Bariumhydroxid (*8 H2O) 98 % Grüssing, Filsum 
Benzoesäure 98 % Alfa Aesar, Karlsruhe 
Borsäure 99,5 %, 10207 Grüssing, Filsum 
Bovines Serumalbumin ≥ 98 %, A7906 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Bradykininacetat  ≥ 98 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Bradykinin-Fragment 1-7  ≥ 97 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Butanol, 2- ≥ 99 %, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Butylhydroxytoluol (BHT) ≥ 99 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Calciumchlorid-Dihydrat 99,5 %, für analyt. Zwecke Grüssing, Filsum 
Chelaplex III (EDTA) reinst  HB Labor-und Feinchemikalien 
Chymotrypsin, α- 
bovine Pankreas, Type II, 
96 U/mg Protein, 
Proteinanteil: 87 %; C4129 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Coomassie Brillantblau G 250, 17524 SERVA, Heidelberg 
Corolase 2TS F149972ST AB Enzymes, Darmstadt 
Cyclodextrin, α- ≥ 98 %, food grade Wacker, München 
Cyclodextrin, β- ≥ 98 %, Life Science, HPLC Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Cyclodextrin, γ- ≥ 98 %, pharma grade Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Cystein, L- for biochemistry Merck, Darmstadt 
Deuteriumoxid 99,9 atom% D Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Dextranblau   SERVA, Heidelberg 
Dimethylsulfoxid ≥ 99,9 %; D8418 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 99,5 % Merck, Darmstadt 
EGTA ≥ 99 % p.a. Carl Roth, Karlsruhe 
Eisessig > 99 % VWR, Darmstadt 
Erbsenproteinisolat Protein: > 84 % Roquette Freres, Lestrem, F 
Ethanol HPLC grade, 153385 VWR, Darmstadt 
Ethanol 99,0 %, vergällt mit Petrolether Berkel, Berlin 
Glutathion (red. Form) (GSH) 98 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Harnsäure 99 % für biochemische Zwecke Merck, Darmstadt 
Harnstoff 99,5 %, 11018 Grüssing, Filsum 
Hexan, n- ≥ 97,0 %, HPLC grade; 24575 VWR, Darmstadt 
Hexanal 98 %, 115606 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Hippursäure 98 %; H9380 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Hippuryl-Histidyl-Leucin (HHL) > 99 %; M-1485 Bachem, Bubendorf, Schweiz 




Name Spezifikation Hersteller 
Insulin (Rinderpankreas)  I-5500 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Isopropanol 99,5 % Grüssing, Filsum 
13C615N-Isoleucyl-Tryptophan; ISIW 99,2 % Polypeptides France 
Kaliumchlorid 99,5 %, p.a., wasserfrei, 12008 Grüssing, Filsum 
Kaliumdihydrogenphosphat > 98 % VEB Laborchemie Apolda 
Kaliumperoxodisulfat zur Analyse VWR, Darmstadt 
Kupfer(II)-nitrat-Trihydrat p.a. Merck, Darmstadt 
Lactoglobulin, β- > 85 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Lactose (wasserfrei) n.a. Fluka 
Leucin, L- 
> 98,5 %, für biochemische 
Zwecke 
Merck, Darmstadt 
Lisinopril ≥ 98 %; LOT # 0408443-14 Cayman Chemical Company 
Lysozyme (Hühnereiweiß) 62971 Fluka, Taufkirchen 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat ≥ 99 % Fluka, Taufkirchen 
Magnesiumsulfat 99 %, reinst, 12094 Grüssing, Filsum 
Methanol LC-MS grade; 10636545 Fisher Chemical 
Methanol HPLC grade; 20864 VWR, Darmstadt 
Molkenproteinkonzentrat  
(Lacprodan Alpha-10) 
87,4 % Protein; 45 %  
α-Lactalbumin im Proteinanteil 
Arla Food Ingrediens 
Mucin from porcine stomach, Type III Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumchlorid Reagent Ph. Eur., 27810 VWR, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 99 %, zur Analyse, 12132 Grüssing, Filsum 
Natriumhydrogencarbonat 99,5 %, zur Analyse, 12143 Grüssing, Filsum 
Natriumhydroxid 99 %, reinst, 12156 Grüssing, Filsum 
Natriumsulfat 99 %, wasserfrei, reinst, 12175 Grüssing, Filsum 
Natriumthiocyanat 98,5 % Merck, Darmstadt 
Natronlauge 32 % (m/v), reinst, 12192U Grüssing, Filsum 
NNGH > 99%; LOT # Z4121r Cayman Chemical Company 
o-Phosphorsäure 85 % Grüssing, Filsum 
Octylgallat E 311 ≥ 98 % Fluka, Buchs, Schweiz 
OMNI MMP fluorogenes Substrat ≥ 98% Enzo Life Sciences, Lörrach 
Ovalbumin (Hühnereiweiß)  Grade V  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Pankreatin 
from porcine pancreas 
4x USP; P1750 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Pentafluorphenylhydrazin 




porcine gastrale Mucosa 
> 2,5 U/g Protein; P7012 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Phenylalanin, L- > 99 % Merck, Darmstadt 
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Name Spezifikation Hersteller 
Phosphorsäure 85 %, für analyt. Zwecke Grüssing, Filsum 
Propan-2-ol 
100,0 %, HPLC grade; 
Batch 15I250507 
VWR, Darmstadt 
Propylgallat E 310 purum Fluka, Buchs, Schweiz 
Quercetin gelb - 
Reinstwasser 
Hausinterne Anlage Purelab 
plus mit Mischbettionenaus- 
tauscher und Filter 0,2 μm, 
Leitfähigkeit: 0,055 μS/cm 
USFilter, 
Ransbach-Baumbach 
Reisproteinisolat Protein: > 84 %; L7419-35927 Beneo-Remy n.v., Krefeld 
Salzsäure 
rauchend, 37 %, zur Analyse, 
100317 
Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure 95 %, 20700 VWR, Darmstadt 
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger UN3288 Riedel-de-Haën, Seelze 
Sojaproteinisolat Protein: > 90 % Stockmeier Food, Herford 
Thermolysin  
Bacillus thermoteolyticus rokko; 
83,7 U/mg Protein; P1512 
Geobacillus stearothermophilus 
0.03-0.17 U/g protein 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trichloressigsäure ≥ 99 %, p.a., 8789 Carl Roth, Karlsruhe 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 99,9 %; T1503 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
HCl 
99 %; 39787.01 SERVA, Heidelberg 
Trolox 97,0 %; Lot# BCBT2131 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin porcine pancreas; 1473 U/mg Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tryptophanyl-13C615N-Leucin; ISWL 98,9 % Polypeptides France 
Tryptophan, Nα-Methyl-L-  99 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tryptophan, L- for biochemistry Merck, Darmstadt 
Tyrosine, L-  ≥ 98,0 %; T0254 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Weizenprotein Protein: > 85 % Roquette Freres, Lestrem, F 
Xylose, D- > 99 % Merck, Darmstadt 
Zinkchlorid 98 %, p.a.; 29156.297 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Zinksulfat-Heptahydrat 99,5 % Grüssing, Filsum 
Alanyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-AF MoBiTec, Göttingen 
Alanyl-Tryptophan 95,1 %; G-1395 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Alanyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-AY MoBiTec, Göttingen 
Arginyl-Prolin 99 %; 65126-RP MoBiTec, Göttingen 
Arginyl-Tryptophan  > 99 %; G-1530 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Asparagyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-NW MoBiTec, Göttingen 




Name Spezifikation Hersteller 
Glutamyl-Tryptophan  ≥ 98 %; G-1990 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Glutamyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-QW MoBiTec, Göttingen 
Glutamyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-EY MoBiTec, Göttingen 
Glycyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-GF MoBiTec, Göttingen 
Glycyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-GY MoBiTec, Göttingen 
Histidyl-Leucin > 99 %; G-2350 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Histidyl-Prolin ≥ 95 %; 65126-HP MoBiTec, Göttingen 
Histidyl-Tryptophan 99 %; 65126-HW MoBiTec, Göttingen 
Isoleucyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-IF MoBiTec, Göttingen 
Isoleucyl-Prolin ≥ 95 %; 65126-IP MoBiTec, Göttingen 
Isoleucyl-Prolyl-Prolin > 98 %; H-4632 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Isoleucyl-Tryptophan 94,2 %; G-2435 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Isoleucyl-Tyrosin > 98 %; G-2440 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Leucyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-LF MoBiTec, Göttingen 
Leucyl-Tryptophan 98 %; G-2605 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Leucyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-LY MoBiTec, Göttingen 
Lysyl-Prolin ≥ 95 %; 65126-KP MoBiTec, Göttingen 
Lysyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-KW MoBiTec, Göttingen 
Lysyl-Tyrosin > 95 %; 65126-KY MoBiTec, Göttingen 
Methionyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-MW MoBiTec, Göttingen 
Methionyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-MY MoBiTec, Göttingen 
Phenylalanyl-Isoleucin ≥ 95 %; 65126-FI MoBiTec, Göttingen 
Phenylalanyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-FF MoBiTec, Göttingen 
Phenylalanyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-FW MoBiTec, Göttingen 
Phenylalanyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-FY MoBiTec, Göttingen 
Prolyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-PW MoBiTec, Göttingen 
Prolyl-Tyrosin ≥ 95 %; 65126-PY MoBiTec, Göttingen 
Seryl-Prolin ≥ 95 %; 65126-SP MoBiTec, Göttingen 
Seryl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-SW MoBiTec, Göttingen 
Threonyl-Tryptophan ≥ 95 %; 65126-TW MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Arginin·2HCl > 99 %; G-3320 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tryptophyl-Asparagin ≥ 95 %; 65126-WN MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Glutamin > 95 %; 65126-WQ MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Glutaminsäure > 99 %; G-3335 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tryptophyl-Isoleucin ≥ 95 %; 65126-WI MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Leucin 98,3 %; G-3345 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tryptophyl-Lysin ≥ 95 %; 65126-WK MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Methionin 99 %; 65126-WM MoBiTec, Göttingen 
Tryptophyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-WF MoBiTec, Göttingen 
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Name Spezifikation Hersteller 
Tryptophyl-Tyrosin > 99 % ; G-3375 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tryptophyl-Valin 88,4 %; G-3380 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tyrosyl-Glycin ≥ 95 %; 65126-YG MoBiTec, Göttingen 
Tyrosyl-Isoleucin ≥ 95 %; 65126-YI MoBiTec, Göttingen 
Tyrosyl-Methionin ≥ 95 %; 65126-YM MoBiTec, Göttingen 
Tyrosyl-Tryptophan > 99 % ; G-3470 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Tyrosyl-Valin ≥ 99 %; G-3490 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Valyl-Phenylalanin ≥ 95 %; 65126-VF MoBiTec, Göttingen 
Valyl-Tryptophan > 99 %; N-1170 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
Valyl-Tyrosin > 99 %; G-3585 Bachem, Bubendorf, Schweiz 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Name Spezifikation Hersteller 
Blutentnahmeröhrchen EDTA-Monovette, 10 mL 9NC Sarstedt, Nümbrecht 
Einmalspritzen Norm-Ject steril, 1,0 mL 
neoLab Migge Laborbedarf- 
Vertriebs GmbH, Heidelberg 
Falcon-Tubes 15 mL und 20 mL Fisher Scientific 
GC-Vials 1,5 mL, klar VWR, Darmstadt 
Größenausschlussfilter MWCO 1 kDa Sartorius, Göttingen 
HPLC-Vials 1,5 mL VWR, Darmstadt 
Hydrolyseröhrchen mit 
Schraubdeckel und Septum 
Duran, 12 x 100 mm Schott, Mainz 
Inserts für HPLC-Vials 200 μL VWR, Darmstadt 
Kanülen Sterican® Ø 0,8 mm x 50 mm Braun Melsungen, Melsungen 
Küvetten PMMA, Halbmikroküvette Carl Roth, Karlsruhe 
Mailing Tubes 5 mL VWR, Darmstadt 
Membranfilterscheiben für 
Fließmittelfiltration 




Schwarz + transparent, 96 well, F 
UV-Star, 96 well, clear bottom 
Brand, Wertheim 
Greiner 
NMR-Röhrchen Boro 300-5-7 Norell, Landisville, USA 
Parafilm „M“ 38 m x 10 cm, ST284971605 
neoLab Migge Laborbedarf- 
Vertriebs GmbH, Heidelberg 
Pasteurpipetten 230 mm, Glas VWR, Darmstadt 
Pipettenspitzen Verschiedene Größen Brand, Wertheim 
Reaktionsgefäße 1,5 mL und 2,0 mL; Protein LoBind Eppendorf, Hamburg 




Name Spezifikation Hersteller 
Rollrandschnappdeckelgläser Verschiedene Größen: 5-50 mL VWR, Darmstadt 
S-Monovette, K3EDTA  1,6 mg/mL Blut Sarstedt, Nümbrecht 
S-Monovette, Trinatriumcitrat  0,106 mg/L, 1 mL Sarstedt, Nümbrecht 
Septen für HPLC-Vials D = 8 mm, PTFE-beschichtet Carl Roth, Karlsruhe 
Spritzenvorsatzfilter 0,45/0,20 μm, regenerierte Zellulose Whatman, Dassel 
3.1.3 Geräte 
Tabelle 3-3: Verwendete Geräte 
Name Spezifikation Hersteller 
Aminosäureanalysator  S4300 
SYKAM Chromatographie 




Laserchrom HPLC Laboratories 
Ltd., Rochester, England 
Analysenwaagen 
BP 121 S, Genauigkeit 0,0001 g 
BP 3100 S, Genauigkeit 0,01 g 
Sartorius, Göttingen 
Autoklav DB-23 Systec 
Bi-Destilliergerät Destamat Bi-Destillation Apparat Bi 18E 
Quarzglas Komponenten und 
Service QCS GmbH, Maintal 
ESI-MS 
Mariner Elektronensprayionisation und 
Flugzeitmassenspektrometer 
Applied Biosystems, Stafford, USA 
Evaporator TurboVap LV Zymark Ctr., Hokinton, MA, USA 
Fluoreszenzdetektor   
GC-MS (EI) 
GC 7890A, Injektor 7683 series mit 
Sample Tray, MS 5975C mit EI-Quelle 
Agilent, Böblingen 
GC-MS-Säule 
TR-FFAP, 30 m, ID 0,25 mm, Film 0,25 
μm 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
Gefrierschränke 
Bis -80 °C 




Alpha 1-2 bzw. 1-4 LD plus 
Beta 1-8 K mit Isopropanolbad 
Martin Christ, Osterode (Harz) 
Heizrührwerk RH basic Ika, Staufen 
HPLC, analytisch 
Anlage 1: Smartline 
Niederdruckgradientensystem 
mit Manager 5000, Smartline Pumpe 
S1000 und Autosampler 3950, 








Amersham Pharmacia Biotech, 
Uppsala, Schweden 
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Name Spezifikation Hersteller 
Anlage 2: Äkta 10 XT mit Autosampler 
A-900, binärer Hochdruckpumpe P-900, 
Degasser K-5004, UV-Detektor UV-900, 
Fluoreszenz-detektor RF-10AXL 
HPLC-Säulen, analytisch 
Säule 1: Eurospher 100-5 C18 (150 x 4,6 
mm bzw. 250 x 4,6 mm) mit integrierter 
Vorsäule (5 x 4 mm) mit gleichem 
Material 
Säule 2: Luna C 18 (250 x 3.0 mm, 5 







Superdex Peptide HR 10/300 GL  
Pharmacia Biotech, Cambridge, 
England 
Inkubationsschrank ICP 400 Memmert, Schwabach 
Kjeldahl-Apparatur 
Aufschlussblock Digestion Unit K-435, 
Destillationsapparatur Unit B-324, 
Rührwerk 728 Stirrer, Titrationseinheit 
775 Dosimat 




Reference and Research, verschiedene 
Größen 
Eppendorf AG, Hamburg 
Kühlschrank 4 °C; Comfort Liebherr 
LC-ESI-MS/MS 
1200 Series, Degasser G1379B, Pumpe 
G1312A, Autosampler G1329A, 
Thermostat G1330B, Säulenofen 
G1316A, DAD G1315D, Triple Quad 
LC/MS G6410A mit ESI-Quelle 
Agilent, Böblingen 
LC-ESI-TOF-MS 
Agilent Technologies 1100 Series mit 
1100 
Series Degasser, 1100 Series Binary 
Pump, 
1100 Series Autosampler und Mariner 
Biospectrometry MS-Workstation 
Agilent, Böblingen 
LC-MS-Säule  Phenom. 
Mikrotiterplattenlesegerät Infinite M200 Tecan, Männedorf, Schweiz 
Multichannelpipette Transferpette S -8; 10 - 100 μl Brand, Wertheim 
NMR-Spektrometer DRX-500, Avance 600 Bruker, Rheinstetten 
pH-Messgerät InoLab Level 1 
Wissenschaftlich-Technische 
Werkstätten, Weinheim 
Photometer Ultrospec 1000 
Pharmacia Biotech, 
Cambridge, England 




Name Spezifikation Hersteller 
Rancimat Rancimat 892 Metrohm, Herisau, Schweiz 
Reinstwasseranlange 
Seralplus Filterkerze 1 μm und Supor® 
DCF Electronics Grade Filter 0,2 μm 
USF ELGA 
Rotationsverdampfer Laborota 4000 Heidolph 
Rührwerk MINI MR Standard Ika, Staufen 
Temperaturfühler ETS-D4 fuzzy Ika, Staufen 
Trockenschrank ULM 500 Memmert, Schwabach 
Ultra-Turrax Typ TP 18-10 basic Ika, Staufen 
Ultraschallbad Sonorex RK52H Bandelin electronic, Berlin 
Vortex Vortex-Genie 2 




Heraeus Biofuge Stratos 
Eppendorf, Hamburg 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA 
 
3.2 Analytische Methoden 
3.2.1 Herstellung und Charakterisierung von Proteinhydrolysaten 
3.2.1.1 Proteinbestimmung 
Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes über Stickstoff erfolgte über die Kjeldahl-Methode in 
Anlehnung an Matissek et al. (2010). Proteine und Hydrolysate (10 mg) wurden als Drei-, der Blindwert 
und die Wiederfindung (L-Leucin, 10 mg) als Doppelbestimmung angesetzt. Eingewogen wurde mitttels 
stickstofffreier Folie. Die Proben wurden mit einer Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wieninger 
und 10 mL konzentrierter Schwefelsäure versetzt und mithilfe der Aufschlusseinheit der Firma Büchi 
für 4 h aufgeschlossen. Die farblosen und klaren Proben wurden anschließend mit destilliertem Wasser 
versetzt und in einen Erlenmeyerkolben (enthält 100 mL dest. Wasser) destilliert (Destillationseinheit 
der Firma Büchi). Die Parameter der Wasserdampfdestillation sind Tabelle 3-4 zu entnehmen. Die 
Titration der überschüssigen Borsäure erfolgte mit 0,05 mol/L Schwefelsäure gegen einen Tashiro-
Mischindikator (3 Tropfen) von grün nach grau. Die Berechnung des Proteingehaltes P erfolgte nach: 
 
P [%] =
(VP − VBW) ∗ 1,4008 [mg m]⁄ ∗ F
E[mg]
                                                   
 
Dabei ist VP das Volumen an 0,05 mol/L Schwefelsäure bis zum Erreichen des Umschlagpunktes der 
Probelösung, VBW der Verbrauch an Schwefelsäure im Blindversuch in mL. E ist die Probeneinwaage 
in mg und F der Faktor 6,25. 1,4008 mg/mL entsprechen der Menge an Stickstoff pro mL Maßlösung.  
 
Material und Methoden 
 
68 
Tabelle 3-4: Parameter der Wasserdampfdestillation für die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
Parameter Volumen 
Vorlage Borsäure 2 % (m/v)  50 mL 
Zugabe dest. Wasser  30 mL 
Zugabe Natronlauge 32 % (m/v)  65 mL 
Destillationszeit  4 min 
 
3.2.1.2 Basische Hydrolyse zur Bestimmung von Tryptophan und Tyrosin 
Die Gehalte an Tryptophan und Tyrosin in den Proteinen sowie Proteinhydrolysaten wurden in 
Anlehnung an die Verordnung (EG) Nr. 152/2009 zur Festlegung der Probenahmeverfahren und 
Analysemethoden für die amtliche Untersuchung von Futtermitteln (VO (EG) 152/2009) bestimmt. Je 
200 mg Protein bzw. Hydrolysat wurden in 50 mL Falcon-Tubes eingewogen, mit hitzebeständigen 
Polypropylenschraubdeckeln versehen aber nicht fest verschlossen und unter alkalischen Bedingungen 
mit gesättigter Bariumhydroxidlösung (8,4 g/15 mL) bei 110 °C für 20 h im Autoklaven hydrolysiert. 
Nach der Inkubation wurde den Proben 2 mL interner Standard Nα-Methyl-L-Tryptophan (2,49 mmol/L) 
zugesetzt. Die Gefäße wurden unter fließendem Wasser abgekühlt und 15 min bei 4 °C und 10.000 rpm 
zentrifugiert. Der klare Überstand wurde abdekantiert, in ein Becherglas überführt und unter 
Verwendung einer 6 mol/L Salzsäure ein pH-Wert von 3 eingestellt. Die Lösungen wurden anschließend 
durch einen 0,2 μm Spritzenvorsatzfilter filtriert, in einen 50 mL Maßkolben überführt, mit 
bidestilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt und chromatographisch mittels RP-HPLC mit UV- und 
Fluoreszenzdetektion vermessen (Tabelle 3-5). Die Quantifizierung erfolgte über eine externe 
Kalibrierung, dotiert mit dem internen Standard Nα-Methyl-L-Tryptophan (100 µmol/L). 
 
Tabelle 3-5: RP-HPLC-Parameter zur basischen Hydrolyse. 
Parameter 
Anlage:   Analytische RP-HPLC Knauer Smartline 
Säule:    Eurosphere C18-Säule (150 x 4,6 mm) 
Säulentemperatur: 35 °C 
Injektion:   20-50 μL 
Eluent:    3,6 mmol/L Ameisensäure in bidestilliertem Wasser mit 10 % Methanol 
Flussrate:   1 mL/min 
Gradient:  isokratisch, 40 min 
Detektion:  UV  λ = 220nm, 280 nm 
   Fluoreszenz λex./em. = 280/355 nm 
Auswertung:                  Chromgate V3.3.1 
 




3.2.1.3 Enzymatische Hydrolyse und Enzymaktivität  
Die verwendeten Proteine wurden nach drei verschiedenen Verfahren hydrolysiert (Tabelle 3-6). Die 
Methoden wurden von Lunow et al. (2013) übernommen und optimiert (vgl. Kap. 3.2.1.4 und 4.1.1.3). 
Für alle Hydrolysen wurden die Proteine (5 %, w/v) zunächst in bidestilliertem Wasser gelöst, 
anschließend das pH-Optimum des jeweiligen Enzyms eingestellt und eine definierte Zeit bei 
angegebener Temperatur inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme erfolge durch das Erhitzen der 
Probelösungen auf 95 °C für 15 min. Anschließend wurden die Hydrolysate für 10 min bei 10.000 rpm 
zentrifugiert, die Überstände und Rückstände separat gefriergetrocknet und bei Raumtemperatur in 
geschlossenen Gefäßen gelagert. 
 
Tabelle 3-6: Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse von Proteinen. 
 
1 – Zweistufige Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin (C/T): 
1. Stufe: Chymotrypsin - 1 % E/S 
  pH auf 7,8 mit 1 mol/L NaOH   
Hydrolyse für 4 h bei 50 °C 
2. Stufe: Thermolysin - 1 % E/S 
  pH auf 8,0 mit 1 mol/L NaOH  
Hydrolyse für 2 h bei 70 °C 
 
2 – Einstufige Hydrolyse mit Alcalase (A): 
1. Stufe: Alcalase - 4 % E/S 
  pH auf 7,0 mit 1 mol/L NaOH (einmalig oder kontinuierlich über 24 h)  
Hydrolyse für 24 h bei 50 °C 
 
3 – Einstufige Hydrolyse mit Thermolysin (T): 
1. Stufe: Thermolysin - 1 % E/S 
  pH auf 8,0 mit 1 mol/L NaOH   
Hydrolyse für 2 h bei 70 °C 
 
 
Zur Optimierung der bisher verwendeten Hydrolysedauer von 24 h wurde zunächst die Änderung der 
Aktivität der Hydrolyseenzyme während der Hydrolyse getestst. Die Enzymaktivität über die Zeit, 
gemessen mittels Azocaseintest (Tabelle 3-7), wurde zum einen während der Hydrolyse von Reis-, 
Soja-, Erbsen-, Weizen- und Molkenprotein in einer Konzentration von 5 % (w/v) (Chymotrypsin - 1 % 
E/S; Alcalase - 4 % E/S; Thermolysin - 1 % E/S) untersucht. Um eine ausreichende Verteilung der 
Enzyme im Probeansatz zu gewährleisten, wurde die Anfangsaktivität der Enzyme nach einstündiger 
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Hydrolyse gemessen. Weitere Zeitpunkte wurden auf 2 und 24 h festgesetzt. Zum anderen wurde die 
Enzymaktivität der oben genannten Enzyme in gleicher Konzentration allerdings ohne Proteinzusatz 
untersucht. Im Rahmen dieser Versuche wurde zudem der pH-Wert (4 und 7) sowie die Temperatur (40, 
50, 70 °C) variiert. Ferner wurde der Zusatz von Calciumchlorid (10 mmol/L) untersucht. Für die 
Herstellung der Substratlösung wurden 25 mg Azocasein in ein Schnappdeckelglas eingewogen, in etwa 
3 mL PBS-Puffer gelöst und 10 min im Ultraschallbad behandelt. Die Lösung wurde anschließend 
quantitativ in einen 10 mL Maßkolben überführt und mit PBS-Puffer bis zur Marke aufgefüllt. Zur 
Herstellung des PBS-Puffers (10 mmol/L Phosphat, 300 mmol/L NaCl, pH 7,4) wurden 1,47 g Na2HPO4 
x 2-H2O, 0,23 g KH2PO4, 17,53 g NaCl und 0,20 g KCl in 2 L bidestilliertem Wasser gelöst und 
membranfiltriert (0,45 µm). 
 
Tabelle 3-7: Schema des Azocaseintests zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität der Hydrolyseenzyme. 
Lösung Probe Blindwert 
PBS-Puffer (pH 7,4) 150 µL 150 µL 
Azocasinlösung (2,5 % (w/v) in 
PBS-Puffer) 
250 µL 250 µL 
in ein Eppendorftube pipettieren und vortexen 
Ansätze für Chymotrypsin und Alcalase bei 50 °C und für Thermolysin bei 70 °C für 10 min im 
Wasserbad inkubieren 
Enzym- bzw. Hydrolysatlösung 100 µL erst TCA! dann Enzymlösung 
 
vortexen  
30 min bei 50 °C (Chymotrypsin/Alcalase) bzw. 70 °C (Thermolysin) im Wasserbad inkubieren 
TCA-Lösung (5% (v/v)) 400 µL 400 µL 
10 min bei 10.000 rpm und RT zentrifugieren 
Aliquot von 100 µL in ein Eppendorftube pipettieren 
NaOH (0,5 mol/L) 300 µL 300 µL 
200 µL in eine transparente 96 well Mikrotiterplatte überführen 
UV/VIS-Messung im Spektrometer (Infinite M200) bei λ= 440 nm 
 
Die Konzentration des freigesetzen Farbstoffes lässt sich mithilfe des Lambert-Beer´schen Gesetzes 
(c = E/(ε·d); mit c der Konzentration in mol/L, E der Extinktion, ε des Extinktionskoeffizienten 
35 L/(mol·cm) und d der Schichtdicke 0,5 cm) berechnen. Anschließend wird die Konzentration pro 
min (t = 30 min) bezogen, die Verdünnung (Faktor 4; NaOH-Zugabe) eingerechnet sowie die 
Stoffmenge auf den Ansatz von 0,5 mL und letztlich auf die Enzymeinwaage bezogen. Daraus ergibt 
sich folgende Formel der Aktivität in [U/mg] = (E·4·d·109)/(ε·0,5·t·106·Enzymeinwaage in mg). Die 
nicht-inkubierten, frisch gelösten, Aktivitäten der reinen Enzyme sind in Tabelle 3-8 gelistet.  





Tabelle 3-8: Spezifische Aktivität der Hydrolyseenzyme, bestimmt mittels Azocaseintest; (MW ± SD; n = 3). 
Enzym Ursprung Chargennummer 
spez. Enzymaktivität 
[U/mg] 
α-Chymotrypsin from bovine Pankreas, Type II SLBG2821V 74 ± 3 
Alcalase Bacillus licheniformis SLBF0599V 26 ± 5 
Thermolysin Geobacillus stearothermophilus SLBJ3745V 191 ± 10 
 
3.2.1.4 Aminosäureanalyse 
Die Aminosäureanalyse, kurz ASA, erfolgte nach enzymatischer Hydrolyse von Reis-, Soja-, Erbsen-, 
Weizen-, und Molkenprotein über Ionenaustauschchromatographie mit Ninhydrin-Nachsäulen-
derivatisierung (Henle, Walter & Klostermeyer 1991; Henle, Walter, Krause, et al. 1991). Zur 
enzymatischen Hydrolyse wurden eine frisch hergestellte Pepsin-Lösung (2 mg Pepsin (20 FIP-U) in 
1 mL 0,02 M HCl) sowie Pronase-Lösung (2 mg Pronase E (8000 PU) in 1 mL Tris/HCl-Puffer (2 mol/L, 
pH 8,2) gelöst), eine Aminopeptidase-Suspension (70,4 U/mL) und eine Prolidase-Lösung (100 U/mL) 
verwendet. Die Proteine (10 mg) wurden in Rollrandschnappdeckelgläser eingewogen, mit 1 mL einer 
0,02 mol/L HCl (enthält zur Konservierung ein Kristall Thymol) sowie 50 μL Pepsin-Lösung versetzt 
und für 24 h bei 37 °C im Inkubationsschrank gelagert. Anschließend wurde den Proben 250 μL 
Tris/HCl-Puffer sowie 50 μL Pronase-Lösung zugegeben und wiederum für 24 h bei 37 °C inkubiert. 
Danach wurden die Proben mit 20 μL Prolidase-Lösung sowie 4 μL Aminopeptidase-Lösung behandelt 
und wiederholt für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden gefriergetrocknet, anschließend in 1 mL 
ASA-Puffer (0,12 mol/L Lithiumcitrat; pH 2,2) aufgenommen und membranfiltriert (0,45 µm). Die 
Analytik, detailliert beschrieben in Globisch (2016), wurde freundlicherweise von Dipl.-Ing. Karla 
Schlosser (Professur für Lebensmittelchemie) durchgeführt. 
 
3.2.1.5 Butanolextraktion 
Die Butanol-Extraktion wurde in Anlehnung an Sato et al. (2002) durchgeführt. 100 mg Hydrolysat 
wurden mit 5 mL destilliertem Wasser und 10 mL 2-Butanol vermengt, 2 min gevortext und 10 min bei 
Raumtemperatur zur Phasentrennung inkubiert. Die obere Phase (Butanolphase) wurde abgenommen, 
in einen Rundkolben überführt und bis zur Trockne eingedampft. Der Rückstand wurde in 
bidestilliertem Wasser aufgenommen, gefriergetrocknet und bei Raumtemperatur gelagert.  
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3.2.1.6 Charakterisierung der Molmassenverteilung  
Zur Charakterisierung der Molmassenverteilung nach der enzymatischen Hydrolyse der Proteine sowie 
nach durchgeführter Butanolextraktion wurde die Gelpermeationschromatographie mit UV- und 
Fluoreszenzdetektion verwendet (Tabelle 3-9). 
 
Tabelle 3-9: Parameter der Gelpermeationschromatographie zur Bestimmung der Molmassenverteilung. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC Äkta 
Säule:    Superdex Peptide HR 10/300 GL 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektion:   50-100 μL (2,5 %-ige Lösung, w/v) 
Eluenten:  Phosphat-Puffer (PBS, 10 mmol/L Phosphat, 300 mmol/L NaCl, pH 7,4) 
1,47 g Na2HPO4 x 2-H2O, 0,23 g KH2PO4, 17,53 g NaCl und 0,20 g KCl 
werden in 2 L bidestilliertem Wasser gelöst und membranfiltriert (0,45 µm). 
Flussrate:   0,5 mL/min 
Gradient:  isokratisch, 90 min 
 
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm 
   Fluoreszenz λex./em. = 280/355 nm (für tryptophanhaltige Peptide) 
     λex./em. = 277/303 nm (für tyrosinhaltige Peptide) 
 
Folgende Standards wurden zur Molmassenkalibrierung verwendet: Dextran (200 kDa, 12,0 min), 
Ovalbumin (42,8 kDa, 13,7 min), β-Lactoglobulin (18,4 kDa, 14,1 min), Lysozyme (14,3 kDa, 18,3 
min), Insulin (5,7 kDa, 21,5 min), Bradykinin (1060 Da, 29,8 min), Bradykinin 1-7 (757 Da, 30,8 min), 
Hip-His-Leu (429 Da, 36,1 min), Val-Tyr (280 Da, 36,2 min), Ala-Phe (222 Da, 35,1 min), Ile-Trp (317 
Da, 44,2 min), Trp-Leu (317 Da, 47,3 min), Trp (204 Da, 54,9 min), Tyr (181 Da, 40,5 min). 
 
3.2.1.7 Modifizierung von Proteinhydrolysaten mittels Maillard-Reaktion  
Als Grundlage für die Modifizierung der Proteinhydrolysate mittels Maillard-Reaktion diente die von 
Liu et al. (2012) durchgeführte Methode für Sojaproteinhydrolysat und Xylose. Es wurden 12 %-ige 
(w/v) Lösungen aus den Proteinhydrolysaten sowie Xylose hergestellt. Hierfür wurden separat jeweils 
0,025 g Reisproteinhydrolysat und Molkenproteinhydrolysat in 2 mL bidestilliertem Wasser und 0,04 g 
Xylose in 3 mL bidestilliertem Wasser gelöst. Die Hydrolysatlösung und die Zuckerlösung wurden in 
ein 15 mL Zentrifugenröhrchen überführt und homogenisiert. Das Gemisch wurde für 2 h bei -80 °C 
gelagert und lyophilisiert. Die Modifizierung des Lyophilisats (MRP t0) erfolgte im Brutschrank bei 
60 °C für 20 min (MRP t1 – leichte Bräunung) bzw. 80 min (MRP t2 – kräftige Bräunung).  




3.2.2 Identifizierung und Quantifizierung ACE-inhibierender Dipeptide 
3.2.2.1 RP-HPLC gekoppelt mit ESI-TOF-MS 
Die Identifizierung tyrosin-, tryptophan-, phenylalanin- und prolinhaltiger Dipeptide in den 
Proteinhydrolysaten sowie Butanolextrakten erfolgte mithilfe synthetischer Dipeptid-Standards mittels 
RP-HPLC gekoppelt mit einer ESI-TOF-MS (Elektrospray-Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie).   
 
Tabelle 3-10: Parameter zur Identifizierung von Dipeptiden mittels RP-HPLC gekoppelt mit ESI-TOF-MS. 
Parameter 
Anlage:   Agilent 1100 Serie HPLC-System 
Säule:    Eurosphere C18 (250 x 3 mm) 
Säulentemperatur: 35 °C 
Injektion:   70 μL, Probe (5 %-ige Lösung, w/v) 
Flussrate:   0,7 mL/min 
Eluenten:  Fließmittel A: 2,7 mmol/L Essigsäure in bidestilliertem Wasser 
Fließmittel B:  2,7 mmol/L Essigsäure in Acetonitril/10 % bidest. Wasser 
Gradient:  t [min]  Anteil B [%] 
0 1 
30  10 
   50  20 
   70  30 
   71  99 
   81  99 
   82  1 
   92  1 
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm 
   ESI-TOF-MS Mariner, PerSeptive Biosystems; MS im positive mode, 
                                                                Stickstoff als Vorhanggas (1,5 l/min) und Zerstäubergas (0,8 
                                       l/min), Trocknungstemperatur 330 ° C, Aufnahmebereich: 
m/z = 100–1500; Auswertung: Mariner Workstation 
 
3.2.2.2 RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion 
Zur Quantifizierung tyrosin- und tryptophanhaltiger Dipeptide in den Proteinhydrolysaten und 
Butanolextrakten wurde die RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion verwendet (Tabelle 3-11). 
Die Quantifizierung erfolgte über eine externe Kalibrierung unter Nutzung synthetischer Dipeptide im 
Konzentrationsbereich von 1 bis 100 µmol/L. Vermessen wurden 2,5 %-ige (w/v) Probelösungen. 
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Tabelle 3-11: Parameter zur Quantifizierung von Dipeptiden mittels RP-HPLC mit UV- und Fluoreszenzdetektion. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC Knauer Smartline 
Säule:    Eurosphere C18-Säule (250 x 4,6 mm) 
Säulentemperatur: 30 °C 
Injektion:   50 μL 
Flussrate:   0,7 mL/min 
Eluenten:  Fließmittel A: 0,15 % Phosphorsäure in bidestilliertem Wasser 
 Fließmittel B:  0,15 % Phosphorsäure in Methanol 
Gradient:  t [min]  Anteil B [%] 
0 1 
25  20 
   50  30 
   70  40 
   80  70 
   81  99 
   91  99 
   92  1 
   102  1 
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm 
   Fluoreszenz λex./em. = 280/355 nm (für tryptophanhaltige Peptide) 
     λex./em. = 277/303 nm (für tyrosinhaltige Peptide) 
 
3.2.2.3 RP-HPLC mit ESI-MS/MS 
Zur Quantifizierung phenylalanin- und prolinhaltiger Dipeptide in Proteinhydrolysaten und 
Butanolextrakten wurde die RP-HPLC gekoppelt mit ESI-MS/MS verwendet (Tabelle 3-12). Die 
Quantifizierung erfolgte über Standardaddition. Vermessen wurden 1 %-ige (w/v) Probelösungen.  
 
Tabelle 3-12: Parameter zur Quantifizierung von Dipeptiden mittels RP-HPLC gekoppelt mit ESI-MS/MS. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC 1200 Series  
   Triple Quad LC-ESI-MS 6400 Series  
Säule:    Luna C18-Säule (250 x 3,0 mm, 5 µm, 100 Å) 
Säulentemperatur: 35 °C 
Injektion:   1-10 μL 
Flussrate:   0,38 mL/min 





Eluenten:  Fließmittel A: 0,1 % Ameisensäure in bidestilliertem Wasser 
Fließmittel B:  0,1 % Ameisensäure in Acetonitril mit 10 % bidest. Wasser  
Gradient:  phenylalaninhaltige Dipeptide  prolinhaltige Dipeptide 
t [min]  Anteil B [%]  t [min]  Anteil B [%] 
0 1   1  1 
20  54   10  1 
   21  99   20  60 
   31  99   21  99 
   32  1   31  99 
   42  1   32  1 
        42  1   
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm 
ESI-MS/MS MS im positive mode, Stickstoff als Vorhanggas (350 °C, 
11 L/min), Verneblergasdruck (35 psi), Sprühnadelpotential 
4000V, MRM-Übergänge in m/z: Gly-Phe 223-120, Ala-Phe 
237-120, Val-Phe 265-72, Ile/Leu-Phe 279-86, Phe-Phe 313-
120, Gly-Pro 173-166, Ala-Pro 187-166, Val-Pro 215-72, 
Ile/Leu-Pro 229-86; Fragmentorspannung 80 V; Kollisions-
energie 10 V 
 
3.2.3 Testsysteme zur Bestimmung der ACE-Aktivität 
Zur Messung der ACE-Aktivität stehen in der Literatur verschiedene Messsysteme zur Verfügung. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde sich auf das am häufigsten verwendete HHL-Testsystem und das FRET-
Testsystem fokussiert, die im Folgenden näher erläutert werden. Die für die Untersuchungen 
verwendeten Plasmaproben (Ratten- und Humanplasma) wurden vom Institut für Physiologie der 
Technischen Universität Dresden von Dr. Melanie Martin zur Verfügung gestellt. Die 








v/vmax  Reaktionsgeschwindigkeit/ maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
S  Substratkonzentration 
K'  Substratkonzentration S bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit  
h  Hill-Koeffizient 
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+ A2    →    x (bei y = 50 %) = IC50 = (ln (
A1 − A2
50 − A2
− 1) ∙ dx) + x0 
 
y  Inhibierung in % 
A1  niedrigster y-Wert bei y – ∞ 
A2  höchster y-Wert bei y + ∞ 
x  Inhibitorkonzentration 
x0 Mittelwert  
dx  Differential über der x-Achse   
IC50  Inhibitorkonzentration bei 50 % Enzymhemmung 
 
3.2.3.1 HHL-Testsystem  
In dem HHL-Testsystem dient das synthetische Angiotensin I-Analogon, Hippuryl-Histidyl-Leucin 
(HHL), als Substrat für das ACE (Cheung et al. 1980; Martin et al. 2008). HHL wird durch das ACE in 
His-Leu und die UV-aktive Hippursäure gespalten. Letztere wird nach chromatographischer Trennung 
bei einer Wellenlänge von λ = 228 nm detektiert (Tabelle 3-13). Das Ausmaß der Bildung von 
Hippursäure korreliert mit der ACE-Aktivität. Hemmstärken inhibitorischer Verbindungen wurden 
mithilfe des Modellenzyms k-ACE sowie des Plasma-ACEs bestimmt. Aufgrund differenter Matrix-
bestandteile variieren die Methoden zur Bestimmung der freigesetzten Hippursäure (Tabelle 3-13). 
 
Tabelle 3-13: Parameter der RP-HPLC zur Bestimmung der Hippursäure. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC Knauer Smartline  
Auswertung:                  Chromgate V3.3.1 
Säule:    Eurosphere C18-Säule (150 x 4,6 mm) 
Säulentemperatur: 30 °C 
Injektion:   30 μL 
Flussrate:   1 mL/min 
Detektion:  UV  λ = 228 nm 
 
Eluenten (k-ACE):  Fließmittel A: 3,6 mmol/L Ameisensäure in bidestilliertem Wasser 
 Fließmittel B:  Methanol 
Eluenten (Plasma):  Fließmittel A: 0,15 % Phosphorsäure in bidestilliertem Wasser 
 Fließmittel B:  0,15 % Phosphorsäure in Methanol 






Gradient (k-ACE): t [min]  Anteil B [%] 
0  15 
2  15 
12  25 
15  80 
16  80 
17  15 
20  15 
Gradient (Plasma): t [min]  Anteil B [%] 
0  3 
9  56 
13  97 
18  3 
21  3 
 
 
Bestimmung von K' der HHL-Substrat-Hydrolyse mit Rattenplasma  
Zur Bestimmung des K'-Wertes im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Alexandra 
Helmer (Helmer 2017) wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten bei variierender Substratkonzentration 
(HHL: 1-8 mmol/L) unter konstanter Enzymmenge bestimmt. Die Substratkonzentrationen lagen, zur 
simultanen Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit, im Bereich zwischen 0,1 bis 5x K'. 
Der Aufbau des Assays ist in Tabelle 3-14 angegeben. Die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten 
wurden gegen die entsprechenden Substratkonzentrationen aufgetragen und unter Verwendung der Hill-
Gleichung (vgl. Kap. 3.2.3) K' und vmax für das Ratten-Plasma-ACE berechnet. Zur nicht-linearisierten 
Kurvenanpassung wurde OriginPro 9 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) verwendet. 
 
Tabelle 3-14: Schema HHL-Test zur Bestimmung von K’ und vmax in Ratten- und Humanplasma. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL]  
PBS-Puffer (Tabelle 3-17) 30 -  
Plasma - 30  
  Inkubation bei 37 °C für 5 min 
Substrat (HHL in PBS-Puffer)  55 55  
  Inkubation bei 37 °C für 60 min 
1 mol/L HCl 50 50  
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Bestimmung der ACE-Aktivität 
Die Hemmwirkung von Dipeptiden und Hydrolysaten sowie der entsprechenden Butanolextrakte, im 
Versuchsaufbau definiert als Inhibitoren, wurde sowohl mit humanem als auch Rattenplasma-ACE 
bestimmt. Die Testschemata sind in Tabelle 3-16 und Tabelle 3-18 angegeben. Zur Gewährleistung einer 
Vergleichbarkeit zwischen den Substraten sowie den verschiedenen Enzymspezies wurden die Substrate 
in der jeweiligen K'-Konzentration im Assay eingesetzt. Die Inhibitoren wurden in verschiedenen 
Konzentrationen eingesetzt und anschließend die Bildung der Hippursäure detektiert. Blindwerte ohne 
Enzymzugabe wurden mitgeführt, um einen nicht-enzymatischen Abbau der Substrate zu 
berücksichtigen. Beim HHL-Test handelt es sich um eine Relativmessung, wobei die Menge an 
Hippursäure, gemessen als Kontrolle (ohne Inhibitor), auf 100 % gesetzt wird. IC50-Werte repräsentieren 
die Inhibitor-Konzentrationen, die für eine 50 %-ige Hemmung des ACEs notwendig sind und wurden 
durch Auftragen der prozentualen Hemmung des ACEs gegen den Logarithmus der entsprechenden 
Inhibitorkonzentration und nach nicht-linearisierter Anpassung aus den sigmoidalen Dosis-Wirkungs-
Kurven unter Verwendung der Software OriginPro 9 mithilfe der Boltzmann-Gleichung (vgl. Kap. 
3.2.3) berechnet (Cheng & Prusoff 1973). IC50-Werte wurden unter Verwendung der folgenden 
Gleichung in Ki-Werte umgerechnet: Ki = IC50·(1+[S]·K'-1)-1 (Brandt et al. 1987). 
 
HHL-Testsystem mit Kaninchenlungen-ACE (k-ACE) 
Kaninchenlungen-ACE wird aus Kaninchenlungen extrahiert und dient als Modellenzym für in vitro 
Tests. Die isolierte und demnach Matrix-freie ACE-Variante wird für die Messung der ACE-Aktivität 
ohne Beachtung der proteolytischen Aktivität der Matrix- sowie Plasmakomponenten herangezogen. 
Der Vergleich der Aminosäuresequenzen des somatischen Kaninchen- (P12822) und humanen (P12821) 
ACEs mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ergab eine Übereistimmung identischer 
Aminosäuren zu 88 % und ähnlicher Aminosäuren zu 94 %. Die verwendeten Reagenzien und das 
Testschema sind in Tabelle 3-15 und Tabelle 3-16 dargestellt. Das Assay wurde in einer Mikrotiterplatte 
durchgeführt. Die Menge an freigesetzter Hippursäure wurde chromatographisch mittels RP-HPLC mit 
UV-Detektion bestimmt (Tabelle 3-13). 
 
Tabelle 3-15: Reagenzien für das HHL-Testsystem mit k-ACE.  
Reagenzien Herstellung 
HEPES-Puffer 50 mmol/L HEPES + 300 mmol/L Natriumchlorid, pH 8,3 bei 37 °C 
HHL 
Stammlösung: 43 mg HHL im Maßkolben mit HEPES-Puffer auf 5 mL 
auffüllen, im Ultraschallbad lösen, c = 20 mmol/L 
Modellenzym k-ACE 
(Kaninchenlunge) 
Stammlösung: 0,25 U in 4 mL HEPES-Puffer lösen, aliquotiert bei -80 °C 
in LoBind Tubes lagern und vor Gebrauch 1 + 1 mit HEPES-Puffer 
verdünnen 
 




Tabelle 3-16: Schema HHL-Testsystem mit k-ACE. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL] Probe [µL] 
Inhibitor in bidestilliertem Wasser - - 25  
bidestilliertes Wasser 25  25  - 
Enzym (k-ACE, 31 mU/mL in HEPES) - 20  20  
HEPES 20  - - 
  Inkubation bei 37 °C für 5 min 
Substrat (HHL, 5 mmol/L in HEPES) 50  50  50  
  Inkubation bei 37 °C für 45 min 
1 mol/L HCl 85  85  85  
 
 
HHL-Testsystem mit Plasma-ACE 
Die Durchführung des HHL-Assays mit Plasma als ACE-Quelle erfolgte in Anlehnung an Martin et al. 
(2015). Die Untersuchungen wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Alexandra 
Helmer (Helmer 2017) durchgeführt. Die verwendeten Reagenzien und das Testschema sind in Tabelle 
3-17 und Tabelle 3-18 angegeben. Da durch die Zugabe der Säure die im Plasma enthaltenen Proteine 
ausgefällt werden, wurden die Proben vor der HPLC-Messung in Eppendorf-Tubes überführt und 
10 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Zur Vergleichbarkeit wurden die Blindwerte analog 
behandelt. Die zentrifugierten Proben wurden anschließend in eine transparente 96-well Mikrotiter-
platte überführt und mittels RP-HPLC auf ihren Hippursäuregehalt untersucht (Tabelle 3-13).  
 
Tabelle 3-17: Reagenzien für das HHL-Testsystem mit Plasma-ACE. 
Reagenzien Herstellung 
PBS-Puffer 
0,1 mol/L NaH2PO4 + 0,6 % NaCl, pH 7,4 bei 37 °C 
1,38 g NaH2PO4·H2O und 0,6 g NaCl im Becherglas in 80 mL bidest. Wasser 
lösen, pH-Wert mit 1 mol/L NaOH auf 7,4 einstellen und mit bidest. Wasser 
im Maßkolben auf 100 mL auffüllen 
HHL 
Stammlösung: 43 mg HHL im Maßkolben mit PBS-Puffer auf 5 mL auffüllen, 
im Ultraschallbad lösen, c = 20 mmol/L 
Enzym  
Plasma: Aliquotierte bei -80 °C gelagerte Plasmen 10 min im Wasserbad bei 
25 °C auftauen und auf die erforderliche Assay-Konzentration verdünnen   
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Inhibitor in bidestilliertem Wasser - 25 -  
bidestilliertes Wasser 25 - 25 25 
Substrat (HHL, 6 mmol/L in PBS-Puffer) 30 30 30 - 
PBS-Puffer - - 30 30 
 Inkubation bei 37 °C für 5 min 
Enzym (Plasma, K'-Konz. in PBS-Puffer) 30 30 - 30 
 Inkubation bei 37 °C für 60 min 
1 mol/L HCl 50 50 50 50 
 
3.2.3.2 FRET-Testsystem  
Zur Bestimmung der Gesamt-ACE-Aktivität bzw. der Aktivität der einzelnen Domänen des ACEs, der 
C- und der N-Domäne, wurden die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer(FRET)-Substrate Abz-Phe-
Arg-Lys(Dnp)P-OH (Abz-FRK(Dnp)P-OH) bzw. Abz-Leu-Phe-Lys(Dnp)-OH (Abz-LFK(Dnp)P-OH) 
und Abz-Ser-Asp-Lys(Dnp)P-OH (Abz-SDK(Dnp)P-OH) unter Nutzung der Methode nach Carmona et 
al. (2006) und Lunow et al. (2015) verwendet. Die als Substrate für das ACE dienenden Peptide besitzen 
als Donorgruppe einen Aminobenzoesäure- und als Quenchergruppe einen Dinitrophenolrest. Die 
Stärke der ACE vermittelten Spaltung der Substrate geht mit einem Anstieg der Fluoreszenz einher. Die 
notwendigen Reagenzien sind Tabelle 3-19 zu entnehmen. Verdünnungen von Plasma, Substraten oder 
Inhibitoren wurden mit Tris-Puffer hergestellt. Die Messungen wurden in einer schwarzen 96-well 
Mikrotiterplatte der Firma Brand mit einem Multiplattenleser (Tecan Infinite M200, Mainz, 
Deutschland) durchgeführt. Geräteparameter sind in Tabelle 3-20 angegeben. 
 
Tabelle 3-19: Reagenzien für das FRET-Testsystem. 
Reagenzien Herstellung 
Tris-Puffer 
100 mmol/L Tris + 50 mmol/L NaCl, pH 7,0 bei 37 °C:  
3,0285 g Tris-Base und 0,7305 g NaCl in 200 mL bidest. Wasser lösen, 
bei 37 °C pH-Wert mit 1 mol/L HCl auf 7,0 einstellen und mit bidest. 
Wasser im Maßkolben auf 250 mL auffüllen 
FRET-Substrate 
Stammlösung 
1 mg Abz-FRK(Dnp)P-OH in 1mL DMSO lösen, c = 1,2 mmol/L* 
1 mg Abz-SDK(Dnp)P-OH in 1mL DMSO lösen, c = 1,37 mmol/L* 
1 mg Abz-LFK(Dnp)-OH in 1mL DMSO lösen, c = 1,45 mmol/L* 





* Die tatsächliche Konzentration der Substrate wurde mittels 
Reinheitsbestimmung (siehe unten) ermittelt.  
Plasma  
Aliquotierte bei -80 °C gelagerte Plasmen 10 min im Wasserbad bei 25 °C 
auftauen und auf die erforderliche Assay-Konzentration verdünnen (5 % 





















Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Brand 96 flat bottom black 
Duration: 5 s Amplitude: 2,5 mm 
Target: 37 °C; Valid Range: 34,5 – 37,5 °C 
Kinetic Measurement 
20 s 
Fluorescence Top Reading 
λex. = 320 nm, λem. = 420 nm 









Die Reinheitsbestimmung der Stammlösung der FRET-Substrate erfolgte in Anlehnung an Carmona et 
al. (2006). In Doppelbestimmung wurden verschiedene Volumina der FRET-Substrate (2-6 μL) mit 
TRIS-Puffer auf 1 mL verdünnt und die Extinktion bei λ = 365 nm detektiert. Die Extinktion des 
Blindwertes (TRIS-Puffer) wurde von der jeweiligen Substrat-Lösung abgezogen. Mithilfe des molaren 
Extinktionskoeffizienten der Dinitrophenolgruppe (ε365 nm = 17300 M-1·cm-1) und des Lambert-
Beer’schen Gesetzes wurde die reale Substrat-Konzentration ermittelt. Die Reinheit ergab sich aus dem 
Verhältnis der ermittelten und berechneten Konzentration. 
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Bestimmung von K' und vmax der FRET-Substrat-Hydrolyse mit Rattenplasma 
Die Enzymkenngrößen für humanes Plasma-ACE wurden in Vorarbeiten an der Professur für 
Lebensmittelchemie bestimmt und der Dissertation von Hagemann (2016) entnommen (Tabelle 3-21). 
 
Tabelle 3-21: Kinetische Parameter für die Hydrolyse der FRET-Substrate durch humanes Plasma-ACE. 
FRET-Substrat Km bzw. K'-Wert [µmol/L] max. AFU [1 µmol/L Produkt] 
Abz-FRK(Dnp)P-OH 10,6 147 
Abz-SDK(Dnp)P-OH 11,0 119 
Abz-LFK(Dnp)-OH 43,0 142 
 
Das Vorgehen wurde in den Untersuchungen im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von 
Alexandra Helmer (Helmer 2017) auf Rattenplasma übertragen. Die Durchführung zur Bestimmung des 
K'-Wertes (Tabelle 3-22) erfolgte in einer schwarzen 96-well Mikrotiterplatte der Firma Brand.  
 
Tabelle 3-22: Schema FRET-Test zur Bestimmung von K' und vmax in Ratten- und Humanplasma. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL]  
FRET-Substrat in Tris-Puffer 100 100  
Enzym (Plasma) - 20  
Tris-Puffer 20 -  
  
Inkubation bei 37 °C für 60 min; kontinuierliche 
Detektion mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Parameter Tabelle 3-20) 
 
Die Substrate wurden in 6 Konzentrationen (Volumen 100 µL; Abz-FRK(Dnp)P-OH: 3 – 50 µmol/L, 
Abz-LFK(Dnp)P-OH: 13 – 133 µmol/L und Abz-SDK(Dnp)P-OH: 4 – 50 µmol/L) unter Verwendung 
einer konstanten Enzymmenge (Volumen 20 µL) eingesetzt. Das Gesamt-Volumen betrug 120 µL. Der 
für jede Konzentration mitgeführte Blindwert (ohne Enzym) diente der Berücksichtigung eines nicht-
enzymatischen Substratabbaus. Der Abbau des jeweiligen FRET-Substrates durch das ACE wurde 
durch die kontinuierliche Messung und Detektion der Fluoreszenz bei λex./em = 320/420 nm für 60 min 
bei 37 °C mittels Mikrotiterplattenlesegerät bestimmt. Die erhaltenen Arbitrary Fluorescence Units 
(AFUs) wurden gegen die Zeit aufgetragen und der Anstieg im linearen Bereich ermittelt. Aus den zu 
den eingesetzten Substrat-Konzentrationen zugehörigen Anstiegen wurde unter Verwendung der Hill-
Gleichung (vgl. Kap. 3.2.3) der jeweilige K'-Wert für das Ratten-Plasma-ACE berechnet. Zur nicht-
linearisierten Kurvenanpassung wurde OriginPro 9 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) 
verwendet. Die erhaltenen AFUs wurden nach Carmona et al. (2006) nach Anwendung der 
Totalhydrolyse in Konzentrationseinheiten je umgesetztes Substrat umgerechnet. Dafür wurde 1 μmol/L 
Substrat bis zur vollständigen Umsetzung mit k-ACE bei 37 °C inkubiert (Tabelle 3-23). Aus den Daten 
in AFU/min wurde die Enzymaktivität des ACEs in Units (μmol/L·min-1) umgerechnet. 




Tabelle 3-23: Kinetische Parameter für die Hydrolyse der FRET-Substrate durch Ratten-Plasma-ACE. 
FRET-Substrat K'-Wert [µmol/L] max. AFU [1 µmol/L Produkt] 
Abz-FRK(Dnp)P-OH 5,4 771 
Abz-SDK(Dnp)P-OH 10,8 212 
Abz-LFK(Dnp)-OH 25,7 634 
 
 
Bestimmung der ACE-Aktivität 
Die Hemmwirkung von Dipeptiden und Hydrolysaten sowie Butanolextrakten auf das ACE wurde 
sowohl mit humanem als auch Rattenplasma-ACE bestimmt. Das Testschema ist in Tabelle 3-24 
angegeben. Zur Gewährleistung der Vergleichbarkeit zwischen den Substraten sowie den verschiedenen 
Enzymspezies wurden die Substrate in der jeweiligen K'-Konzentration im Assay eingesetzt (Tabelle 
3-21 und Tabelle 3-23). Die Inhibitoren wurden in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt und 
anschließend der Abbau des jeweiligen Substrates durch das ACE mittels kontinuierlicher Messung der 
Fluoreszenz bei λex./em = 320/420 nm für 60 min bei 37 °C gegen eine Kontrolle (ohne Inhibitor) 
bestimmt. Blindwerte ohne Enzymzugabe wurden wiederum mitgeführt, um einen nicht-enzymatischen 
Abbau der Substrate zu berücksichtigen. Während Lisinopril als tight-binding Inhibitor mit dem Enzym 
vorinkubiert wurde, wurden die peptidischen Verbindungen mit dem Substrat vorinkubiert, um einen 
vorzeitigen proteolytischen Abbau derer zu unterbinden. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung 
der jeweiligen Substrate durch das ACE wurde anhand des linearen Anstieges (zwischen 10 und 30 min) 
der Fluoreszenzintensität als AFUs pro Minute ermittelt. Die Hemmung des ACEs bzw. der C- oder N-
Domäne wurde als Prozent Restaktivität bei gegebener Inhibitorkonzentration im Vergleich zur 
Kontrolle ohne Inhibitor ausgedrückt. IC50-Werte repräsentieren die Inhibitor-Konzentration, die für 
eine 50 %-ige Hemmung des gesamten ACEs bzw. der C- oder N-Domäne notwendig ist. Diese wurden 
aus den sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven unter Verwendung der Software OriginPro 9 mithilfe der 
Boltzmann-Gleichung (vgl. Kap. 3.2.3) berechnet (Cheng & Prusoff 1973). 
 
Tabelle 3-24: Schema FRET-Test zur Bestimmung der ACE-Aktivität. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL] Inhibitor [µL] 
FRET-Substrat 60 60 60 
Inhibitor 40 - 40 
Tris-Puffer - 40 - 
  Inkubation bei 37 °C für 10 min 
Enzym (K'-Konzentration) - 20 20 
Tris-Puffer 20 - - 
 
Inkubation bei 37 °C für 60 min; kontinuierliche 
Detektion mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Parameter Tabelle 3-20) 
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IC50-Werte wurden unter Verwendung der folgenden Gleichung in Ki-Werte umgerechnet: 
Ki = IC50·(1+[S]·K'-1)-1 (Brandt et al. 1987). Trotz Verwendung speziesabhängiger K'-Werte war die 
Umsetzung für Abz-LFK(Dnp)-OH im Ratten- im Vergleich zum Humanplasma doppelt so hoch. Um 
dies zu berücksichtigen und die Vergleichbarkeit der verwendeten ACE-Spezies zu gewährleisten, 
wurde die Berechnung der entsprechenden Ki-Werte für die C-Domäne von Rattenplasma modifiziert: 
Ki = IC50·(1+2·[S]·K'-1)-1. Im Gegensatz dazu konnte für Abz-SDK(Dnp)P-OH in Rattenplasma eine zu 
humanem Plasma analoge Umsetzungsrate detektiert werden. 
 
3.2.4 ACE-Aktivität und Proteinbestimmung in EDTAreakt.-Plasma  
Die Reaktivierung von in EDTA-Plasma inaktiv vorliegendem ACE wurde in Anlehnung an Buttery 
und Stuart (1993) durchgeführt und im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Johanna 
Deck (Deck 2016) bearbeitet. Sie basiert auf der Zugabe von Zink-Ionen im Überschuss. 
 
3.2.4.1 Blutplasma-Proben 
Citrat- und EDTA-Plasmen wurden von Dr. Martin (Institut für Physiologie, TU Dresden) zur 
Verfügung gestellt. Ziel war die Charakterisierung des ACEs in EDTA-Plasma sowie die Bestimmung 
des domänenselektiven Verhaltens von Plasma-ACE nach oraler Aufnahme von IW. Für die 
orientierende Humanstudie nahm ein Proband (gesund und nüchtern) 50 mg IW auf. Anschließend 
wurden Blutproben mit Citrat- als auch K3EDTA-Monovetten entnommen (Zeitpunkte: 0, 10, 20, 30, 
60, 90, 121 min). Innerhalb von 30 min erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C und 1500 g für 20 min. 
Anschließend wurde das Blutplasma in Protein-LoBind-Tubes aliquotiert und bei -80°C gelagert. Vor 
Verwendung wurde dieses standardisiert aufgetaut (5 min bei Raumtemperatur im Wasserbad). 
 
3.2.4.2 Reaktivierung von ACE in EDTA-Plasma 
Reaktivierungsparameter mit Einfluss auf Effizienz und Reproduzierbarkeit der Reaktivierung stellen 
das gewählte Reagenz, dessen Konzentration sowie die Reaktivierungszeit dar. Als Reagenzien wurden 
in bidestilliertem Wasser gelöstes Zinkchlorid oder Zinksulfat (50 und 100 mmol/L ≈ 13,3 und 
6,7 mmol/L im Assay) verwendet. Die Reaktivierungsdauer wurde zwischen 1 und 60 min variiert. Zur 
Reaktivierung wurden 50 µL EDTA-Plasma mit 28 µL bidestilliertem Wasser und 12 µL 
Reaktivierungsreagenz versetzt, bei Raumtemperatur eine definierte Zeit inkubiert und anschließend für 
3 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand entsprach dem EDTAreakt.-Plasma. Die Aktivität bzw. 
Hemmbarkeit des ACEs durch IW (1, 10, 100 µmol/L im Assay) wurde mittels FRET-Testsystem 
bestimmt (Tabelle 3-25 und Tabelle 3-26). Die Auswertung erfolgte über den linearen Anstieg der 
Fluoreszenz analog zu Kap. 3.2.3.2. 




Tabelle 3-25: Testsystem zur Bestimmung der Aktivität von reaktiviertem ACE mittels Abz-FRK(Dnp)P-OH. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL]  
FRET-Substrat (2x K') 25 25  
Bidest. Wasser 65 -  
EDTAreakt.-Plasma - 65  
 
Inkubation bei 37 °C für 60 min; kontinuierliche 
Detektion mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Parameter Tabelle 3-20) 
 
Tabelle 3-26: Testsystem zum Inhibierungsverhalten von reaktiviertem ACE mittels Abz-FRK(Dnp)P-OH. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL] Inhibitor [µL] 
FRET-Substrat (1x K') 25 25 25 
Tris-Puffer 25 25 25 
Bidest. Wasser 15 15 - 
IW 15 - 15 
EDTAreakt.-Plasma - 25 25 
 
Inkubation bei 37 °C für 60 min; kontinuierliche 
Detektion mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Parameter Tabelle 3-20) 
 
3.2.4.3 Inhibierungsverhalten von reaktiviertem ACE 
Zur Untersuchung des Inhibierungsverhaltens des reaktivierten ACEs wurde das potente ACE-
inhibitorische Dipeptid IW (IC50 = 0,7 μmol/L; Martin et al. (2008)) verwendet. Um die Umsetzung der 
Substrate und die Hemmbarkeit durch IW zu überprüfen, wurde das Matrix-freie k-ACE sowie Citrat- 
und EDTAreakt.-Plasma mit unterschiedlichen IW-Konzentrationen versetzt und die ACE-Aktivität mit 
Hilfe des FRET-Substrates Abz-FRK(Dnp)P-OH bestimmt (Tabelle 3-27).  
 
Tabelle 3-27: Testsystem zum Inhibierungsverhalten von ACE als k-ACE, Citrat-Plasma und EDTAreakt.-Plasma 
mittels Abz-FRK(Dnp)P-OH; Angaben in µL. 
 k-ACE Citrat-Plasma EDTAreakt.-Plasma 
 Kontrolle  Probe Kontrolle Probe Kontrolle Probe 
FRET-Substrat (1x K‘) 30 30 30 30 25 25 
Tris-Puffer 30 30 30 30 25 25 
Bidest. Wasser 40 - 40 - 25 - 
IW - 40 - 40 - 25 
EDTAreakt.-Plasma 20 20 20 20 25 25 
 
Inkubation bei 37 °C für 60 min; kontinuierliche 
Detektion mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Parameter Tabelle 3-20) 
Material und Methoden 
 
86 
Abz-FRK(Dnp)P-OH wurde in einfacher K'-Konzentration eingesetzt (Plasma-ACE 10,6 µmol/L und 
k-ACE 9,5 µmol/L). Die IW-Lösungen wurden durch Verdünnen einer IW-Stammlösung (1 mmol/L) 
mit bidest. Wasser hergestellt, sodass eine Konzentration im Assay von 100, 10 und 1 μmol/L resultierte. 
EDTAreakt.-Plasma wurde unverdünnt eingesetzt. Citrat-Plasma bzw. k-ACE wurden zuvor 1:2 bzw. 1:20 
mit Tris-Puffer verdünnt. Für EDTA-Plasma resultierte eine Konzentration von 13,9 %, für Citrat-
Plasma 8,3 %. Die Auswertung erfolgte analog zu Kap. 3.2.3.2. 
 
3.2.4.4 Stabilität von IW in EDTAreakt.-Plasma 
Zur Quantifizierung peptidischer Verbindungen ex vivo wird EDTA-Plasma verwendet, da EDTA als 
Komplexbildner Metall-Ionen komplexiert und proteolytisch aktive Metallopeptidasen inaktiviert. Zur 
vergleichenden Untersuchung der Peptid-Stabilität wurde EDTAreakt.- und Citrat-Plasma mit IW (1, 10, 
59, 100 µmol/L im Assay) versetzt und dessen Gehalt nach Inkubation mittels RP-HPLC (Tabelle 3-11) 
quantifiziert. Citrat-Plasma wurde im Assay zu 35,2 % und EDTAreakt.-Plasma zu 39,2 % eingesetzt. 
 
3.2.4.5 ACE-Aktivität von EDTAreakt.-Plasma  
Die ACE-Aktivität von EDTAreakt.-Plasma wurde im Vergleich zum Citrat-Plasma mit dem HHL-Test 
untersucht. Durch die Reaktivierung kam es zu einer Verdünnung des verwendeten EDTA-Plasmas auf 
56 %, weshalb im Testsystem ein höheres Volumen im Vergleich zum unverdünnten Citrat-Plasma 
eingesetzt wurde. Die finale Plasma-Konzentration im Assay entsprach für Citrat-Plasma 41,2 % und 
für EDTA-Plasma 39,2 %. Das Schema ist in Tabelle 3-28 angegeben und die chromatographische 
Auswertung der Hippursäure erfolgte nach Tabelle 3-13. 
 
 
Tabelle 3-28: Testsystem zur Bestimmung der ACE-Aktivität mittels HHL für Citrat- und EDTA-Plasma. 
 Blindwert [µL] Citrat-Probe [µL] EDTAreakt.-Probe [µL] 
HHL (5 mmol/L in PBS) 25 25 25 
Bidest. Wasser 60 25 - 
Plasma - 35 60 
  Inkubation bei 37 °C für 60 min 
HCl (2 mol/L) 25 25 25 








3.2.4.6 Aktivität der ACE-Domänen in EDTAreakt.-Plasma  
Die Aktivität der ACE-Domänen in EDTAreakt.-Plasma wurde im Vergleich zum Citrat-Plasma 
untersucht. Der Anteil beider Plasmen im Assay betrug jeweils 40 %. Aufgrund der hohen 
Eigenfluoreszenz der Plasmen war eine fluorometrische Auswertung nicht möglich. Die Spaltprodukte 
der FRET-Substrate wurden demzufolge mithilfe der LC-MS/MS bestimmt. Dieses sensitive 
Messsystem wurde zur Bestimmung der Hippursäure sowie des Dipeptides His-Leu und Tryptophan als 
auch der domänenselektiven Substrate sowie Spaltprodukte etabliert. Die Spaltprodukte wurden anhand 
des m/z-Verhältnisses identifiziert. SDK wird in Abz-SD-OH und H-K(Dnp)P-OH, LFK in Abz-L-OH 
und H-FK(Dnp)-OH gespalten. Spezifische MRM-Übergänge konnten für die Substrate und die 
Spaltprodukte, mit Ausnahme des Abz-SD-OH, nachgewiesen werden (Tabelle 3-30). Nach 
Durchführung des ACE-Tests (Tabelle 3-25) wurde die Reaktion durch die Zugabe von 25 μL 2 mol/L 
HCl abgestoppt, die Proben für 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Überstand anschließend 
chromatographisch (Tabelle 3-29) untersucht. 
 
Tabelle 3-29: Parameter vom ACE-Test mittels LC-MS/MS 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC 1200 Series; Triple Quad LC-ESI-MS 6400 Series  
Auswertung:                  Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 
Säule:    Phenomenex Kinetex 2,6 u C18 100A (100 x 2,1 mm) 
Säulentemperatur: 40 °C 
Injektion:   5 μL 
Flussrate:   0,3 mL/min 
Eluenten:  Fließmittel A: 0,1 % Ameisensäure in bidestilliertem Wasser 
Fließmittel B:  0,1 % Ameisensäure in Acetonitril mit 10 % bidest. Wasser  
Gradient:  t [min]  Anteil B [%]   
0 1      
20  54      
   30  99      
   40  99      
   41  1      
   51  1       
 
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm 
ESI-MS/MS MS im positive mode, Zerstäubergas/-druck (Stickstoff, 35 
psi) Gastemperatur/-fluss (350 °C, 11 L/min), spray tip 
potential 4000V, MRM-Modus  
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Tryptophan 205 146/188 200 85 15/10 
Hippursäure 180 77/105 200 80 20/15 
His-Leu 296 110/251 200 80 10/5 
H-K(Dnp)P-OH 410 70/116 200 80 10/10 
Abz-L-OH 251 120/- 200 80 10/- 
H-FK(Dnp)-OH 460 120/- 200 80 20/- 
SDK 731 116/616 200 80 25/10 
LFK 692 460/- 200 80 15/- 
 
 
3.2.4.7 Domänenselektive Umsetzung des HHLs in EDTAreakt.-Plasma durch den Einsatz 
kompetitiver Inhibitoren 
Um erste Indizien für eine domänenselektive Umsetzung des HHLs zu erhalten, wurde einerseits die 
Chlorid-Konzentration (100, 300 und 800 mmol/L im Assay) variiert und andererseits die Zugabe 
kompetitiver Inhibitoren untersucht. Dafür wurde entweder das N-domänenselektive Substrat Abz-
SDK(Dnp)P-OH oder das C-domänenselektive Substrat Abz-LFK(Dnp)-OH als konkurrierendes 
Substrat im HHL-Test eingesetzt. Der Versuchsaufbau ist in Tabelle 3-31 angegeben. Die 
Quantifizierung der Hippursäure erfolgte mittels LC-MS/MS (Tabelle 3-29 und Tabelle 3-30). 
 
 
Tabelle 3-31: Schema HHL-Test zur Bestimmung der ACE-Aktivität nach Einsatz kompetitiver Inhibitoren. 
 Blindwert [µL] Kontrolle [µL]  
HHL (5 mmol/L in PBS) 25 25  
SDK/LFK (2x K‘ in Tris) 10 10  
Bidest. Wasser 65 -  
EDTAreakt.-Plasma - 65  
  Inkubation bei 37 °C für 60 min 
HCL (2 mol/L) 25 25  
 Zentrifugation für 10 min bei 10.000 rpm 
 




3.2.4.8 Proteinbestimmung in Blutplasma 
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die Methode nach Bradford angewendet. Die Detektion 
erfolgte mithilfe des UV-aktiven Bradford-Reagenzes (20,5 mg Coomassie Brilliant Blue G250 in 
10 mL Ethanol (99 %) lösen, 100 mL bidest. Wasser und 20 mL konz. H3PO4 zugeben, 20 min rühren, 
auf 200 mL im Maßkolben mit bidest. Wasser auffüllen, durch einen Faltenfilter filtrieren, im 
Kühlschrank lagern und vor Verwendung membranfiltrieren (0,45 μm)). Zur Kalibrierung wurde 
humanes Serumalbumin HSA (5 bis 50 µg/mL in 0,9 %-iger NaCl-Lösung), das mengenmäßig 
bedeutsamste Protein im Blutplasma, genutzt. Da die Auswertung lediglich bis zu einer Konzentration 
von 50 μg/mL linear ist, wurden die zu untersuchenden Plasmen mittels 0,9 %-iger NaCl-Lösung auf 
0,03 % verdünnt. Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden 50 µL der Plasma-Verdünnungen in 
einer transparenten 96-well Mikrotiterplatte mit 200 µL Bradford-Reagenz versetzt, für 12 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und die Absorption bei einer Wellenlänge von ʎ = 595 nm gemessen. 
 
3.2.5 Charakterisierung von Cyclodextrin-Komplexen 
3.2.5.1 Photometrische Methoden 
Photometrische Messungen wurden mit einem Multiplattenleser (Tecan Infinite M200, Mainz, 
Deutschland) durchgeführt. Lösungen aus Aminosäuren (1 mmol/L) und α-, β- oder γ-Cyclodextrin 
(10 mmol/L) wurden für 24 h bei 20 ºC gerührt und anschließend photometrisch bei einer Wellenlänge 
von ʎ = 287 nm gemessen (Tabelle 3-32). Das Ausmaß der Komplexbildung von Tryptophan und 
α-/β-Cyclodextrin wurde durch Variation der Parameter zur Herstellung evaluiert. Dazu zählten 
Ultraschall für 30 min oder die Nutzung einer erhöhten Temperatur: 1 h Rühren bei 50 °C oder 4 h bei 
50 °C. Für die Fluoreszenzmessungen wurden verschiedene Cyclodextrinkonzentrationen zwischen 1 
und 10 mmol/L mit Tryptophan oder tryptophanhaltigen Dipeptiden (25 μmol/L) versetzt, gevortext und 
fluorometrisch bei λex./em. = 295/320-360 nm vermessen (Tabelle 3-33).  
 








Number of Flashes 
Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Greiner 96 Flat transparent 
Duration: 5 s Amplitude: 1 mm 
Target: 25 °C; Valid Range: 24,5 – 25,5 °C 
λ = 287; scan: λ = 230 – 350 (Step: 2 mm) 
5 
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Reinstwasser sowie reine Cyclodextrinlösungen wurden als Blindwerte mitgeführt. Die Daten wurden 
mit der Software Tecan i-control 1.1.9.0 ausgewertet. Bindungsisothermen wurden durch nicht-lineare 
Kurvenanpassung unter Verwendung des OneSiteBind-Modells erzeugt (Origin 8.6, OriginLab 
Corporation, Northampton, USA). 
 















Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Brand 96 flat bottom black 
Duration: 5 s Amplitude: 2,5 mm 
Target: 25 °C; Valid Range: 24,5 – 25,5 °C 
Fluorescence Top Reading 
λex. = 280 nm, λem. = 290 – 350 nm 







3.2.5.2 Nuklear-Magnetik-Resonanz (NMR)-Methoden 
Im Rahmen der Arbeit wurden sowohl 1D- als auch 2D-Messungen durchgeführt. Die Analytik wurde 
von Frau Dr. Margit Gruner und Frau Anett Rudolph (Institut für Organische Chemie, TU Dresden) 
sowie Kai Schwedtmann (Professur für Anorganische Molekülchemie, TU Dresden) durchgeführt. 2D-
Messungen dienten zur Verifizierung einer echten Einschlussverbindung zwischen dem 
tryptophanhaltigen Dipeptid Trp-Leu (5 mmol/L) und α- sowie β-Cyclodextrin (1 bis 100 µmol/L), nach 
Komplexierung (24 h bei 20 °C), Gefriertrocknung und Aufnahme in D2O. Zur Bestimmung der 
Komplexstruktur wurden NMR-Spektren mit einem Bruker Avance-600-Spektrometer aufgenommen, 
um folgende 2D-NMR-Spektren zu erhalten: COSY, NOESY und ROESY. 1D-NMR-Messungen 
wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Edris Riedel (Riedel 2015) bestimmt 
und bildeten die notwendige Methodik zur Bestimmung von Assoziationskonstanten der aromatischen 
Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin (jeweils 0,1 sowie 1 und 3 mmol/L) mit 
Cyclodextrinen (α- und γ-Cyclodextrin: 1 bis 100 mmol/L, β-Cyclodextrin: 1 bis 13 mmol/L aufgrund 
der geringeren Wasserlöslichkeit). Dazu wurden 1000 μl der Probenlösungen 24 h bei 20 ° C gerührt, 
gefriergetrocknet, im gleichen Volumen mit D2O resolubilisiert und NMR-spektroskopisch vermessen 




(Bruker Avance-400-Spektrometer, Frequenz: 400,13 MHz, Temperatur: 300 K). Der Wasserpeak 
(HOD) aller Spektren wurde als interne Referenz verwendet und auf 4,80 ppm normiert. Die 
Verwendung interner Standards, wie beispielsweise Tetramethylsilan (TMS) mit einer chemischen 
Verschiebung von 0 ppm, ist in wässrigen Lösungsmitteln nicht üblich (Li et al. 1993). Darüber hinaus 
ist eine Komplexierung durch Cyclodextrine und damit eine Subquantifizierung der Komplexbildung 
nicht auszuschließen. Die Spektren wurden auf die chemische Verschiebung der ausgewählten Protonen 
nach der Zugabe von Cyclodextrinen im Vergleich zur reinen Aminosäurelösung untersucht. Mit der 
Methode nach Benesi-Hildebrand wurden die Assoziationskonstanten Ka für ausgewählte 
Wasserstoffatome berechnet (Hildebrand & Benesi 1949). Komplexe von Benzoesäure (1 mmol/L) und 
α-Cyclodextrin (1 bis 100 mmol/L) wurden analog als Referenz für die angewandte Methodik 
hergestellt. Die Assoziationskonstanten, berechnet mittels Benesi-Hildebrand-Methode, wurden zu 450 
M-1 bzw. 879 M-1 bestimmt und waren gut mit der Literatur vergleichbar (Terekhova et al. 2011). Die 
Daten wurden mit der Software TopSpin (Bruker 118 BioSpin, Rheinstetten, Deutschland) ausgewertet. 
 
3.2.5.3 Stöchiometrie von Cyclodextrin-Komplexen 
Um die Stöchiometrie von Cyclodextrinkomplexen zu bestimmen, wurde das kontinuierliche 
Variationsverfahren (Job's Plot-Methode) angewendet (Job 1928). Lösungen aus Tryptophan oder 
tryptophanhaltigen Dipeptiden und β-Cyclodextrin (0 bis 1 mmol/L) wurden bei pH 3 und 7 und 25 °C 
unter Variation der Molverhältnisse hergestellt (X = [Aminosäure / Dipeptid] / [Aminosäure / Dipeptid] 
+ [β-Cyclodextrin]). Job's Plots wurden über die Auftragung von ΔA * X gegen X bestimmt, wobei ΔA 
die Differenz zwischen der Extinktion (= 280 nm) ohne und nach Zugabe von β-Cyclodextrin ist. Der 
X-Wert im Maximum jedes Graphen zeigt die Komplex-Stöchiometrie an. Messungen wurden mit 
einem Multiplattenleser (Tecan Infinite M200, Mainz, Deutschland) durchgeführt (Tabelle 3-32). 
 
3.2.6 Untersuchungen zur proteolytischen Stabilität  
Die proteolytische Stabilität ausgewählter Dipeptide einzeln oder im Hydrolysatverband wurde im 
Rahmen der simulierten gastrointestinalen Verdauung sowie über Inkubationsversuche mit Plasma 
überprüft. Die Stabilität von Cyclodextrinen wurde nur während der simulierten Verdauung untersucht. 
 
3.2.6.1 Simulierte gastrointestinale Verdauung 
Die simulierte gastrointestinale Verdauung wurde mit leichten Modifikationen nach DIN 19738 (2004) 
durchgeführt. Synthetischer Speichel-, Magen- und Darmsaft wurde in Anlehnung an DIN 19738 (2004) 
und Lunow et al. (2013) hergestellt. Deren Zusammensetzung ist in Tabelle 3-34 und Tabelle 3-35 
angegeben. Das E/S-Verhältnis von Pepsin, Trypsin und Pankreatin betrug 1 %, 0,3 % bzw. 9 %.   
Material und Methoden 
 
92 
Tabelle 3-34: Gehalte organischer Bestandteile für die Matrices zur simulierten gastrointestinalen Verdauung, 
bezogen auf 1 mg Kohlenhydrat (synthetischer Speichel) bzw. 1 mg Peptid (synthetischer Magen- und Darmsaft).  
Synthetischer Speichel [µg] Synthetischer Magensaft [µg] Synthetischer Darmsaft [µg] 
Mucin 2,1 Pepsin 10 Trypsin 3 
α-Amylase 0,7 Mucin 30 Pankreatin 91 
Harnstoff 0,3   Harnstoff 3 
Harnsäure 0,03     
 
 
Tabelle 3-35: Gehalte anorganischer Bestandteile für die Matrices zur simulierten gastrointestinalen Verdauung, 
bezogen auf 30 mL (synthetischer Speichel) bzw. 100 mL Reinstwasser (synthetischer Magen- und Darmsaft). 
Synthetischer Speichel [mg] Synthetischer Magensaft [mg] Synthetischer Darmsaft [mg] 
NaCl 50 NaCl 290 KCl 30 
NaSCN 15 KCl 70 CaCl2·2H2O 50 
Na2SO4 55 KH2PO4 27 MgCl2·6H2O 20 
NaHCO3 15   NaHCO3 100 
KCl 45     
KH2PO4 60     
CaCl2·2H2O 15     
 
 
Zur Vergleichbarkeit wurde die proteolytische Aktivität der verwendeten Verdauungsenzyme bestimmt. 
Pepsin: Als Substrat diente bovines Hämoglobin (2 %, w/v, pH 2). Pepsin (100 µL 0,01 %, w/v, pH 5) 
wurde zu Hämoglobin (500 µL) zugegeben und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 
1 mL Trichloressigsäure (5 %, w/v) abgestoppt und die Lösung für 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand (200 µL) wurde photometrisch bei ʎ = 280 nm vermessen. Zur Berechnung der Aktivität 
wurde folgende Gleichung herangezogen mit A – Absorption, t – Reaktionszeit in min und x – 
Konzentration von Pepsin im Assay: Units pro mg = A280 nm(Probe) – A280 nm(Blindwert)·1000·(t·x)-1. 
Trypsin und Pankreatin: 100 µL Trypsin (20 mg/10 mL 0,001 mol/L Salzsäure) oder Pankreatin 
(50 mg/10 mL 0,001 mol/L Salzsäure) wurden mit 150 µL Tris-Puffer (100 mmol/L Tris-Base und 
50 mmol/L NaCl) und 250 µL Azocasein (2,5 %, w/v, in Tris-Puffer) versetzt und für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 400 µL TCA (5 %, w/v) abgestoppt, die Lösung membranfiltriert 
(0,2 µm), 100 µL mit 300 µL Natronlauge (0,5 mol/L) verdünnt und 200 µL in einer transparenten 96-
well Mikrotiterplatte bei einer Wellenlänge von ʎ = 450 nm vermessen. Zur Berechnung der Aktivität 
wurde folgende Gleichung genutzt mit A – Absorption, t – Reaktionszeit in min, E – Einwaage Enzym: 
Units pro mg = A·(35000 mL·mol-1·cm-1·0,5 cm·t·E·1000 mL)-1·4·(3/2)·0,5 mL·106. 
 





α-, β- oder γ-Cyclodextrin (1 %, w/v) wurden in Magensaft, Darmsaft oder frisch gesammeltem Speichel 
gelöst (Tabelle 3-34 und Tabelle 3-35). Zur Simulierung der Speichelstufe wurden die Cyclodextrine 
30 min bei 37 °C und pH 7 inkubiert, während der Magenstufe 120 min bei 37 °C und pH 2 und der 
Darmstufe 120 min bei 37 °C und pH 7,5. Jede Reaktion wurde durch Erhitzen auf 95 °C für 15 min 
inaktiviert. Die Konzentration der Cyclodextrine wurde nach Zentrifugation für 10 min bei 10.000 rpm 
mittels NP-HPLC mit RI-Detektion über eine externe Kalibrierung bestimmt (Tabelle 3-36). 
 
Tabelle 3-36: Parameter zur Quantifizierung von Cyclodextrinen mittels NP-HPLC mit RI-Detektor. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC Knauer Smartline  
Säule:    Eurosphere 100-5 NH2-Säule (250 x 4,6 mm) 
Säulentemperatur: 30 °C 
Injektion:   50 μL 
Flussrate:   1 mL/min 
Eluenten:  Fließmittel: Acetonitril/bidest. Wasser (70:30, v/v) 
Gradient:  isokratisch 
Detektion:  Brechungsindex-Detektor (RI – refractive index) 
 
Dipeptide und Hydrolysate  
Die proteolytische Stabilität ausgewählter Dipeptide einzeln oder innerhalb der Hydrolysatmatrix sowie 
der Einfluss der Zugabe von Cyclodextrinen wurde während der simulierten gastrointestinalen 
Verdauung untersucht. Die Parameter des Assays sind unten angegeben. Die Reaktionen wurden durch 
Erhitzen auf 95 °C für 15 min inaktiviert. Die Quantifizierung der Dipeptide erfolgte nach Zentrifugation 
für 10 min bei 10.000 rpm mittels RP-HPLC und anschließender UV- bzw. Fluoreszenz-Detektion 
(Tabelle 3-11) über eine externe Kalibrierung.  
 
Magenverdau: Zur Simulierung der Magenpassage wurden die ausgewählten Dipeptide Ile-Trp und Val-
Trp sowie Ile-Tyr und Val-Tyr (250 µmol/L) bis zu 2 h bei 37 °C und pH 2 in synthetischem Magensaft 
(Tabelle 3-34 und Tabelle 3-35) inkubiert. Das E/S-Verhältnis von Pepsin betrug 1 %. Darmverdau 
Dipeptide: Zur Simulierung der Darmpassage wurden die ausgewählten Dipeptide Ile-Trp und Val-Trp 
sowie Ile-Tyr und Val-Tyr bis zu 6 h bei 37 °C und pH 7,5 in synthetischem Darmsaft inkubiert. In 
Anlehnung an Lunow et al. (2013) wurde zunächst eine 2 % (w/v) (ca. 30 mmol/L) Peptidlösung und 
für Trypsin und Pankreatin ein E/S-Verhältnis von 0,3 und 9 % gewählt. Aufgrund des deutlichen 
Dipeptid-Überschusses und keiner sichtbaren proteolytischen Aktivität wurde die Konzentration der 
Dipeptide bei konstanter Enzymkonzentration auf 250 µmol/L reduziert. Weiterhin wurde der Einfluss 
von α-, β- bzw. γ-Cyclodextrin (1 %, w/v) auf die Stabilität der Dipeptide (250 µmol/L) unter 
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Verwendung gleicher Testbedingungen evaluiert. Um den Einfluss des Zusatzes von Cyclodextrin zu 
untersuchen, wurde zusätzlich die Cyclodextrin-Konzentration halbiert (0,5 %) bzw. verdoppelt (2 %) 
eingesetzt. Darmverdau Hydrolysat: Zur Untersuchung der Stabilität der ausgewählten Dipeptide im 
Reis- bzw. Molkenproteinhydrolysat (hergestellt mittels zweistufiger Hydrolyse (Tabelle 3-6)) wurde 
erneut in Anlehnung an Lunow et al. (2013) zunächst eine 2 % (w/v) Hydrolysatlösung und für Trypsin 
und Pankreatin ein E/S-Verhältnis von 0,3 und 9 % gewählt. Unter den genannten Bedingungen konnte 
lediglich im Molken- nicht jedoch im Reisproteinhydrolysat ein Dipeptidabbau beobachtet werden. Um 
einen Abbau der Dipeptide zu forcieren, wurden die Hydrolyseparameter folgendermaßen optimiert: 
0,5 % (w/v) Hydrolysatlösung und ein E/S-Verhältnis für Trypsin und Pankreatin von 0,6 % bzw. 18 %. 
Weiterhin wurde der Einfluss von α-, β- bzw. γ-Cyclodextrin (1 %, w/v) auf die Stabilität der Dipeptide 
im Hydrolysatverband (0,5 %) unter Verwendung des optimierten Testsystems analysiert. 
 
3.2.6.2 Plasma-Inkubationsversuche 
Die proteolytische Aktivität von humanem und Ratten-Plasma (5 oder 35 %) wurde vergleichend über 
Inkubationsversuche (1 und 60 min) mit den tryptophanhaltigen Dipeptiden IW und WL (50 oder 
294 µmol/L) untersucht. Quantifiziert wurde mittels RP-HPLC (Tabelle 3-13).  
 
3.2.7 Testsysteme zur Bestimmung der antioxidativen Aktivität 
3.2.7.1 DPPH-Assay 
Das kommerziell erhältliche DPPH-Radikal ist ein stabiles, stickstoffhaltiges und lipophiles Radikal, 
das eine dunkelviolette Farbe besitzt und direkt im DPPH-Assay eingesetzt wird (Prior et al. 2005). 
Durch die Zugabe des Antioxidans und Inkubation von bis zu 60 min im Dunkeln wird das DPPH-
Radikal reduziert. Die Entstehung des reduzierten DPPHH führt zur Verringerung der Absorption, die 
photometrisch bei einer Wellenlänge von ʎ = 515 nm detektiert wird (Frankel & Meyer 2000). Das 
DPPH-Radikal kann sowohl durch einen Wasserstoffatomtransfer als auch über eine Reduktion 
deaktiviert werden, wodurch bei diesem Assay die beiden antioxidativen Mechanismen HAT und ET 
widergespiegelt werden (Apak et al. 2016a; Apak et al. 2016b). In Abhängigkeit der Lipophilie des zu 
untersuchenden Antioxidans wird dieses in Methanol oder einem wässrigen Puffer gelöst (Brand-
Williams et al. 1995; Friaa & Brault 2006). 
Im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Evelin Fischer (Fischer 2017) wurde die 
antioxidative Aktivität der synthetischen Antioxidantien Ascorbylpalmitat, BHT und Trolox sowie der 
Aminosäuren Cys, Trp und Tyr und des C/T-Reis- und Molkenproteinhydrolysates (Tabelle 3-6) 
bestimmt. Dafür wurde die Methode nach Zheng et al. (2015) in Anlehnung an die Methode von Brand-
Williams et al. (1995) angewendet. Aus den synthetischen Antioxidantien wurden ethanolische 
(1 mmol/L) und aus den Aminosäuren bzw. Hydrolysaten wässrige (PBS-Puffer: 147 mg Na2HPO4 + 




23 mg KH2PO4 + 1753 mg NaCl + 20 mg KCl im Maßkolben mit bidest. Wasser lösen und auf 100 mL 
auffüllen; pH 7,4)-Stammlösungen (2 mmol/l bzw. 20 mg/mL) hergestellt. Trolox als 
Referenzantioxidans wurde analog entweder in Ethanol oder PBS-Puffer gelöst. Die Verdünnungen 
(Kalibrierstandards Tabelle 3-38) wurden mit dem entsprechenden Lösungsmittel angefertigt. Als 
Reagenz wurde eine 160 μmol/L DPPH•-Stammlösung durch Lösen des DPPH-Ammoniumsalzes in 
Ethanol hergestellt und bis zur Verwendung dunkel gelagert. Da die DPPH-Stammlösung nicht stabil 
ist, wurde diese vor jedem Versuch frisch angefertigt. Diese und die Antioxidanslösung wurden im 
Verhältnis 1:1 gemischt, gevortext und 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die 
Absorption der Kontrollwerte (nur DPPH), der Proben (DPPH + Antioxidans) sowie Blindwerte (nur 
Antioxidans) wurde mittels Mikrotiterplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von ʎ = 520/530 nm 
bestimmt (Tabelle 3-37). Bei den in PBS-Puffer gelösten Antioxidantien kommt es nach Zusatz von 
dem in Ethanol gelösten DPPH• zur Rotverschiebungen des Absorptionsmaximums. Dieses wurde 
anhand von Absorptionsscans in einem Wellenlängenbereich von 300 nm bis 700 nm überprüft. Nach 
der Ermittlung des Absorptionsmaximums wurden die Absorptionen der ethanolgelösten Antioxidantien 
bei ʎ = 520 nm und der PBS-Puffer-gelösten Antioxidantien bei ʎ = 530 nm detektiert. 
 








Number of Flashes 
Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Greiner 96 Flat transparent 
Duration: 5 s Amplitude: 1 mm 
24,5 ± 0,05 °C 
λ = 520 bzw. 530 nm; Scan: λ = 300 – 700 (Step: 2 mm) 
5 
 
Die Radikalinhibierung (I) wurde über die ermittelten Absorptionen (A) bei ʎ = 520 bzw. 530 nm der 
Proben und Kontrollen nach Abzug des jeweiligen Blindwertes berechnet: 
 
I [%] = [1 − (
𝐴𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − 𝐴𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛−𝐵𝑙𝑖𝑛𝑑𝑤𝑒𝑟𝑡
𝐴𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 − 𝐴𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙−𝐵𝑙𝑖𝑛𝑑𝑤𝑒𝑟𝑡
)] ∗ 100 
 
Aus den Inhibierungen ergaben sich nach deren Auftragung gegen die entsprechende Konzentration der 
Antioxidantien im Assay Dosis-Wirkungskurven, anhand derer IC50-Werte berechnet wurden. Dafür 
wurden Kalibriergleichungen innerhalb der linearen Kalibrierbereiche der Kurven erstellt. Die 
Konzentration der Kalibrierstandards wurde so gewählt, dass eine Kalibriergerade mit mind. 4 Kalibrier-
punkten im linearen Bereich erstellt werden konnte. Über die y-Achsenabschnitte n und die Steigungen 
m der Kalibriergeraden (y = mx+n) wurden die IC50-Werte in µmol/L bzw. µg/mL (= (50-n)/m) ermittelt. 
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Tabelle 3-38: Konzentrationen für den linearen Kalibrierbereich für die synthetischen Antioxidantien und 
Aminosäuren [μmol/L] und die Hydrolysate [μg/mL] im DPPH-Assay. 
Antioxidans/Aminosäuren/Dipeptide   Konzentration im Assay [μmol/L] 
Trolox                               2-39  
BHT       8-49 
Ascorbylpalmitat     2-37  
Cys                   2-325  
Trp                   2-325  
Tyr                   2-325  
Hydrolysate/Proteine     Konzentration im Assay [μg/mL]  
Hydrolysate      0,5-8  
 
Exemplarisch ist im Folgenden die Berechnung des IC50-Wertes für Trolox, gelöst in Ethanol, in 
Doppelbestimmung (Trolox 1, Trolox 2) dargestellt. In Tabelle 3-39 sind die einzelnen Trolox-
Konzentrationen sowie die zugehörigen Absorptionen nach Abzug des jeweiligen Blindwertes (ohne 
Reagenzlösung DPPH) gelistet. Mit zunehmender Trolox-Konzentration verringert sich die, 
photometrisch bei einer Wellenlänge von ʎ = 520 nm detektierte, Absorption, bedingt durch die 
Entstehung des reduzierten DPPHH. Das DPPH-Radikal wird reduziert und daher inaktiviert 
(≈ inhibiert). Infolge der Auftragung der Inhibierungen gegen die jeweilige Trolox-Konzentration 
(Abbildung 3-1) werden die Kalibrierkurven erhalten, deren linearer Bereich zur Berechnung der IC50-
Werte herangezogen wird (Tabelle 3-39). 
 














ʎ = 520 nm 
Inhibierung 
[%] 
0,00 0,00 0,46 0,00 0,00 0,00 0,46 0,00 
2,50 0,63 0,43 5,83 2,60 0,65 0,42 7,48 
4,99 1,25 0,38 16,48 5,19 1,30 0,40 13,22 
12,49 3,13 0,29 37,01 12,98 3,25 0,29 35,85 
17,48 4,38 0,21 53,65 18,18 4,55 0,24 48,17 
24,97 6,25 0,14 68,62 25,97 6,50 0,15 67,30 















Steigung m 2,8 11,2 2,6 10,3   
Achsenabschnitt n 1,4 1,4 0,8 0,8   
Korrelation R2 1,0 1,0 1,0 1,0   
IC50-Wert 17,4 4,3 19,0 4,8 18,2 4,6 








Das ABTS-Assay ist für die Bestimmung der antioxidativen Aktivität lipophiler und hydrophiler 
Antioxidantien geeignet (Re et al. 1999). Zur Durchführung des Assays wird das tiefgrüne ABTS•+ 
generiert, indem es unter Verwendung von Kaliumperoxodisulfat (K2S2O8) oxidiert wird. Die 
Reaktionszeit beträgt 16 h. In Abhängigkeit des eingesetzten Antioxidans wird die ABTS-Stammlösung 
mit PBS-Puffer oder Ethanol so verdünnt, dass die Absorption des Kontrollwertes bei ʎ = 734 nm 
0,70 ± 0,02 beträgt. Nach Zusatz des Antioxidans werden die Reaktionsgemische bei 30 °C bis zu 60 min 
inkubiert. Die Zugabe des Antioxidans zum ABTS•+ bewirkt eine Absorptionsabnahme, die 
photometrisch bei einer Wellenlänge von ʎ = 734 nm bestimmt wird. Die Radikaldeaktivierung erfolgt 
über den Wasserstoffatomtransfer oder über die Reduktion (Apak et al. 2016a; Apak et al. 2016b). Die 
Stärke der antioxidativen Aktivität ergibt sich aus der Verhältnis der Absorptionen, bestimmt mit und 
ohne Antioxidans und wird zumeist als IC50-Wert oder Troloxäquivalent (TE-Wert) angegeben. Dies 
spiegelt die antioxidative Wirkung einer Substanz im Bezug zur Referenzsubstanz Trolox wider. Bei 
Trolox handelt es sich um ein wasserlösliches α-Tocopherolanalogon. 
 
Im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeiten von Evelin Fischer (Fischer 2017) und Maren 
Neuberg (Neuberg 2017) wurde die antioxidative Aktivität der synthetischen Antioxidantien 
Ascorbylpalmitat, BHT und Trolox sowie der Aminosäuren Cys, Trp und Tyr und verschiedener Reis- 
und Molkenproteinhydrolysate (Tabelle 3-6) bzw. der mittels Maillard-Reaktion modifizierten Analoga 
(vgl. Kap. 3.2.1.7) nach der Methode von Zheng et al. (2016) bestimmt. Die ABTS•+-Stammlösung 
wurde durch Oxidation einer 7 mmol/L ABTS- mit einer 2,45 mmol/L Kaliumperoxodisulfat-Lösung 
hergestellt. Dafür wurden 0,0331 g K2S2O8 und 0,1921 g ABTS jeweils in 50 mL Ethanol gelöst und 
anschließend beide Lösungen vermischt. Die Reaktionszeit betrug zwei Tage im Dunkeln bei 
Raumtemperatur. Die ABTS•+-Stammlösung wurde im Kühlschrank bei 4 °C gelagert und ist für 




































Abbildung 3-1: Kalibrierkurven von Trolox zur Berechnung des IC50-Wertes. 
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mehrere Monate stabil. Für die Anwendung im Assay wurden Verdünnungen mit PBS-Puffer (147 mg 
Na2HPO4 + 23 mg KH2PO4 + 1753 mg NaCl + 20 mg KCl im Maßkolben mit bidest. Wasser lösen und 
auf 100 mL auffüllen; pH 7,4) hergestellt. Die Konzentration der ABTS•+-Verdünnung wurde so 
gewählt, dass die Absorption (≈ Kontrollwert) 0,73 ± 0,04 betrug. In einer Mikrotiterplatte wurden 
150 µL der ABTS•+-Verdünnung mit 50 µL PBS-Puffer bzw. Ethanol als Kontrollwerte bzw. 50 µL 
Antioxidans-Lösung in PBS-Puffer bzw. Ethanol als Probewerte versetzt. Zusätzlich wurden 
Blindwerte, in denen die ABTS•+-Verdünnung durch PBS-Puffer ersetzt wurde, mitgeführt. Alle Proben 
wurden bei 30 °C im Mikrotiterplattenlesegerät inkubiert und die Absorption kontinuierlich bei einer 
Wellenlänge von ʎ = 734 nm 60 min detektiert (Tabelle 3-40). Die Bestimmung der antioxidativen 
Aktivität erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Die Messungen wurden mit frisch hergestellten 
Stammlösungen, am gleichen Tag unter konstanten Messbedingungen durchgeführt.  
 










Number of Flashes 
Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Greiner 96 Flat transparent 
Duration: 5 s Amplitude: 1 mm 
30,0 ± 0,5 °C 
Kinetic Measurement 
60 s 
λ. = 734 nm; Scan: λ = 400 – 800 (Step: 2 mm) 
5 
 
Die IC50-Werte wurden analog zu denen des DPPH-Assays (vgl. Kap. 3.2.7.1), detailliert dargestellt in 
Abbildung 3-1 und Tabelle 3-39, ermittelt. Die Radikalinhibierung (I) wurde über die ermittelten 
Absorptionen (A) bei ʎ = 734 nm nach 60 min der Proben und Kontrollen nach Abzug des jeweiligen 
Blindwertes berechnet. Aus den Inhibierungen ergaben sich nach deren Auftragung gegen die 
entsprechende Konzentration der Antioxidantien im Assay wiederum Dosis-Wirkungskurven, anhand 
derer die IC50-Werte berechnet wurden. Dafür wurden ebenfalls Kalibriergleichungen innerhalb der 
linearen Kalibrierbereiche der Kurven erstellt. Die Konzentration der Kalibrierstandards wurde so 
gewählt, dass eine Kalibriergerade mit mindestens vier Kalibrierpunkten im linearen Bereich erstellt 
werden konnte. Mit Hilfe der y-Achsenabschnitte n und den Steigungen m der Kalibriergeraden 
(y = mx + n) wurden die IC50-Werte in µmol/L bzw. µg/mL (= (50-n)/m) ermittelt. In Tabelle 3-41 sind 
die linearen Konzentrationsbereiche für die untersuchten Verbindungen aufgeführt.  
 




Tabelle 3-41: Konzentrationen für den linearen Kalibrierbereich für die synthetischen und natürlichen 
Antioxidantien, Aminosäuren und Dipeptide [μmol/L] sowie Hydrolysate und Proteine [μg/mL] im ABTS-Assay. 
Antioxidans/Aminosäuren/Dipeptide   Konzentration im Assay [μmol/L] 
Ascorbylpalmitat     4,0-25,0  
BHT       3,6-18,2  
L-Ascorbinsäure     9,3-47,9  
α-Tocopherol      3,2-24,8  
Quercetin      0,5-6,5  
Trolox       6,7-47,2  
Propylgallat      1,5 – 15,0  
Octylgallat      2,3 – 15,0  
Glutathion     5,0 – 25,4  
Cys       32,2 – 85,8  
Trp       2,7 – 9,9  
Tyr       2,1 – 8,7  
Glu-Trp/Trp- Glu     5,3 – 22,5  
Leu-Trp/Trp- Leu     5,0 – 22,5  
Arg-Trp      5,9 – 18,1  
Trp-Arg      12,5 – 33,3  
Val-Tyr      5,6 – 19,9  
Tyr-Val      1,1 – 11,4  
Gly-Tyr/Tyr-Gly     4,3 – 29,4  
Trp-Tyr      1,1 – 8,8  
Tyr-Trp      1,1 – 6,9  
Standardmix Molke CT (Trp+Tyr)   0,22 – 2,20  
Standardmix Reis CT (Trp+Tyr)   0,19 – 1,33 
Hydrolysate/Proteine     Konzentration im Assay [μg/mL]  
Hydrolysate      15 – 90  
Reisproteinisolat     1260 – 5030  
Molkenproteinkonzentrat    50 – 500  
Nicht-hydrolysierte Proteinüberstände   50 – 300 
MRP t0, 1, 2                                                                 6,25 – 37,5  
Xylose                                                                 2500 – 12500  
 
Trolox diente im ABTS-Assay als Referenzsubstanz, wird im gleichen Lösungsmittel gelöst wie das zu 
untersuchende Antioxidans und bei jeder Messung mitgeführt. Exemplarisch ist im Folgenden die 
Berechnung des TE-Wertes für das synthetische Antioxidans BHT dargestellt. Zur Berechnung der 
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Trolox-Äquivalente (TE) werden die Anstiege m der linearen Kalibrierbereiche herangezogen 
(Abbildung 3-2). Tabelle 3-42 zeigt analog zu Tabelle 3-39 die Daten zur Berechnung der Anstiege 
sowie entsprechenden IC50-Werte. Ausgehend davon ergibt sich das Trolox-Äquivalent in µmol Trolox 
pro µmol Antioxidans bzw. in µg Trolox pro µg Antioxidans aus dem Quotienten aus dem Anstieg der 
Kalibriergeraden des Antioxidans und dem Anstieg der Kalibriergeraden des Trolox. 
 













0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1,59 14,69 1,69 15,06 1,63 16,19 
3,19 22,54 3,38 22,20 3,25 20,62 
6,38 42,07 6,75 45,07 6,50 39,50 
7,97 53,23 8,44 52,59 8,13 49,04 
9,56 63,01 10,13 61,80 9,75 65,16 
11,16 78,89 11,81 78,12 11,38 72,24 
 
 Trolox 1 [µg/mL] Trolox 2 [µg/mL] Trolox 3 [µg/mL] Trolox [µg/mL] 
Steigung m 6,6 6,1 6,0 6,2 ± 0,3 
Achsenabschnitt n 2,1 3,1 3,0  
Korrelation R2 1,0 1,0 1,0  














0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
0,79 17,03 0,80 19,39 0,80 16,55 
1,58 29,03 1,59 29,39 1,61 32,85 
2,37 47,26 2,39 40,36 2,41 46,75 
3,16 67,08 3,19 60,85 3,22 62,85 
3,95 74,62 3,98 77,53 4,02 75,81 
4,73 89,13 4,78 87,72 4,83 87,77 
5,52 98,82 5,58 96,97 5,63 96,79 
 
 BHT 1 [µg/mL] BHT 2 [µg/mL] BHT 3 [µg/mL] Trolox [µg/mL] 
Steigung m 18,7 18,2 17,8 18,2 ± 0,5 
Achsenabschnitt n 2,3 1,9 3,7  
Korrelation R2 1,0 1,0 1,0  
IC50-Wert 2,5 2,6 2,6 2,6 ± 0,1 
TE-Wert 3,0 2,9 2,9 2,9 ± 0,1 









Die Ranzimat-Methode eignet sich zur Bestimmung der oxidativen Stabilität von Ölen und Fetten sowie 
öl- und fetthaltigen Proben. Diese werden bei Temperaturen von über 100 °C unter einem konstanten 
Luftstrom erhitzt. Es kommt zu einer Beschleunigung der Lipidperoxidation und zur Bildung flüchtiger 
Säuren, welche in die Messzelle übergetrieben werden und zu einer Änderung der elektrischen 
Leitfähigkeit führen. Die Oxidationsstabilität der Probe wird über die Induktionsperiode angegeben, die 
der Zeit entspricht, die notwendig ist, um einen plötzlichen Anstieg der Oxidationsrate zu erreichen. Der 
Zusatz eines Antioxidans zu einer Lebensmittelprobe führt zur Verlängerung der Induktionsperiode, 
dessen Ausmaß wiederum von der Stärke des Antioxidans abhängig ist. Zur Auswertung der 
antioxidativen Aktivität wird die Induktionszeit der Probe, unter Zusatz eines Antioxidans, in Bezug zur 
Kontrolle (ohne Antioxidans) gesetzt. Dieses Verhältnis wird als antioxidativer Aktivitätsindex AAI 
angegeben und beschreibt die Fähigkeit eines Antioxidans, die Lipidperoxidation zu inhibieren. 
 
Die Untersuchungen wurden im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Maren Neuberg 
(Neuberg 2017) durchgeführt. Als Lebensmittelmatrix wurde Sonnenblumenöl der Marke VITA 
D’ORA verwendet, welches von Associated Oil Packers GmbH (Riesa) produziert und bei LIDL 
Stiftung & Co. KG (Neckersulm) vertrieben wird. Während der Versuche wurde das Sonnenblumenöl 
mit Stickstoff überschichtet, unter Verwendung von Parafilm luftdicht verschlossen und in der Kühlzelle 
bei 5 °C gelagert. Nach einer Lagerdauer von 2 Monaten wurde die Ölprobe verworfen und durch ein 
neues Öl derselben Marke ersetzt, um eine fortgeschrittene Lipidperoxidation auszuschließen. Die 
Methodenparameter zur Ranzimat-Messung wurden aus der Application Note R-006 (Metrohm) 





































Abbildung 3-2: Kalibrierkurven von Trolox und BHT zur Berechnung des TE-Wertes von BHT. 
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entnommen und in Abhängigkeit der Löslichkeit der untersuchten Antioxidantien im Öl modifiziert. In 
das Reaktionsgefäß wurden 3,00 ± 0,01 g Öl eingewogen und mit 600 μl Antioxidanslösung versetzt. 
Die synthetischen Antioxidantien BHT und Ascorbylpalmitat wurden in Ethanol und die peptidischen 
Verbindungen Tryptophan, Tyrosin, Reis- (T) und Molkenproteinhydrolysat (C/T) (Tabelle 3-6) in 
destilliertem Wasser, jeweils in den Konzentrationen 0,05, 0,5 und 10 % (w/v), gelöst. Zur Ermittlung 
von Dosis-Wirkungskurven wurden Verdünnungsreihen in den jeweiligen Lösungsmitteln hergestellt. 
Die Assay-Konzentrationen betrugen 0 – 0,001 – 0,01 – 0,1 – 0,1 – 1 – 2 % bezogen auf das 
Sonnenblumenöl. Die Bestimmung der Induktionszeiten erfolgte über die Endpunktbestimmung unter 
Nutzung der Auswertesoftware StabNet Version 1.1. Die Messparameter sind in Tabelle 3-43 gelistet. 
 












StabNet Version 1.1 
3,00 ± 0,01 g 
60 mL destilliertes Wasser 
20 L/h 
120 ± 1,6 °C 




Aus den ermittelten Induktionszeiten wurde der antioxidative Aktivitätsindex AAI: 
 
AAI =
Induktionszeit der Probe [h]
Induktionszeit des Blindwertes [h]
 
 
Anhand der antioxidativen Aktivitätsindizes wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Hierzu wurden die 
AAI-Werte gegen die logarithmischen Konzentrationen an Antioxidans im Öl aufgetragen. 
 
3.2.7.4 Malondialdehyd (MDA)-Assay 
Malondialdehyd als sekundäres Oxidationsprodukt ist ein wichtiger Indikator für die Lipidperoxidation 
(Robards et al., 1988). Dessen Quantifizierung mittels GC-MS (EI) basiert auf der Methode von Fenaille 
et al. (2001) in Anlehnung an Globisch (2016) und beruht auf einer Stabilisotopenverdünnungsanalyse, 
bei der MDA-d2 als interner Standard fungiert. Die Untersuchungen wurden im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Maren Neuberg (Neuberg 2017) durchgeführt. 




Freisetzung von MDA und MDA-d2 
Die Freisetzung von MDA erfolgte aus 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP). Dazu wurden 26,1 mg in 
einen 10 mL Rundkolben vorgelegt, mit 6,0 mL 0,1 mol/L HCl versetzt und für 40 min im Wasserbad 
bei 40 °C hydrolysiert. Die absolute Konzentration von MDA wurde photometrisch bei ʎ = 245 nm 
bestimmt. Der Extinktionskoeffizient ε beträgt nach Esterbauer et al. (1991) 13700 L∙(mol∙cm)-1. Die 
ermittelte Konzentration betrug 24,7 mmol/L und entsprach einer Freisetzungsrate von 93,3 %. Die 
Freisetzung von MDA-d2 erfolgte aus 1,1,3,3-Tetraethoxypropan-d2 (TEP-d2) analog zur Freisetzung 
von MDA. Es wurden 7,8 mg TEP-d2 vorgelegt, mit 2,0 mL 0,1 mol/L HCl versetzt und anschließend 
wie oben beschrieben behandelt. Die Konzentration der MDA-d2-Stammlösung betrug 17,5 mmol/L.  
Lagerversuch 
Der Lagerversuch erfolgte unter Verwendung von Sonnenblumenöl in Anlehnung an Snyder et al. 
(1985) und van Ruth et al. (2000). Die Lagerdauer betrug 12 Tage unter Lichtausschluss im Trocken-
schrank bei einer Temperatur von 60 °C. Die in 4-facher Bestimmung angesetzten Proben wurden 
einmal täglich durch manuelles Schütteln homogenisiert. Für den Lagerversuch wurden 1,00 ± 0,01 g 
Sonnenblumenöl in 5 mL Mailing Tubes eingewogen. Die zu untersuchenden Antioxidantien wurden in 
200 µL hinzugegeben und die Proben für 30 s mit einem Vortexmischer homogenisiert. Die in 
bidestilliertem Wasser gelösten Assay-Konzentrationen betrugen für Tryptophan 0,06 % bezogen auf 
das Öl, für Tyrosin 0,04 % und für Reisproteinhydrolysat 0,01–0,07–0,10–4,0 %. Die Konzentrationen 
orientierten sich an den im ABTS-Assay bestimmten IC50-Werten. Zum Vergleich der antioxidativen 
Wirksamkeit wurde das direkt in Öl gelöste synthetische Antioxidans BHT in einer Konzentration von 
0,01 % bezogen auf das Öl mitgeführt. Die Konzentration orientierte sich an der rechtlich zugelassenen 
Höchstmenge, welche laut Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 über Lebensmittelzusatzstoffe, Kategorie-
Nr. 02.1 für Fette und Öle 100 mg/kg beträgt (VO (EG) 1333/2008). Als Kontrollwert wurde reines Öl 
sowie mit 200 µL bidest. Wasser versetztes Öl mitgeführt. 
Probenaufarbeitung 
Die für den Lagerversuch abgewogenen Proben wurden mit 50 μl einer 1:30 verdünnten MDA-d2-
Lösung (29,2 nmol) versetzt und 1 min mit einem Vortexmischer homogenisiert. Die Homogenisierung 
wurde nach Zugabe von 2 mL bidest. Wasser und 150 μl einer 3,2 %-igen (w/v) BHT-Lösung in n-
Hexan wiederholt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 5000 g und 4 °C getrennt. Die 
wässrige Phase wurde abgenommen und durch einen aschefreien Rundfilter filtriert, um Fettrückstände 
zu eliminieren. Die Extraktion mit Wasser wurde zweimal durchgeführt und die Eluate für die weitere 
Probenaufarbeitung vereinigt. Das Derivatisierungsreagenz wurde durch Lösen von 25 mg Pentafluor-
phenylhydrazin mit 50 mL bidestilliertem Wasser im Ultraschallbad hergestellt. Die Proben-Extrakte 
wurden mit 1,0 mL Derivatisierungsreagenz versetzt, kurz geschüttelt und 1 h bei Raumtemperatur 
gelagert. Zu den derivatisierten Proben wurde 1,0 mL n-Hexan hinzugegeben. Die Proben wurden 10 s 
gevortext und die organische Phase nach Phasentrennung abpipettiert. Die Extraktion wurde dreimal 
durchgeführt. Bei der letzten Extraktion mittels n-Hexan wurde zur gründlichen Trennung der Phasen 
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das Gemisch 5 min bei 5000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Hexanphasen wurden in einem 5 mL Mailing 
Tube vereinigt und im Evaporator bei 35 °C im Stickstoffstrom getrocknet. Die Proben wurden 
anschließend in 0,5 mL n-Hexan aufgenommen, zur Trocknung mit einer Spatelspitze Natriumsulfat 
versetzt und durch einen Spritzenvorsatzfilter (0,45 μm) filtriert. 
Quantifizierung von Malondialdehyd mittels GC-MS (EI) 
Ein Aliquot (0,1 mL) der derivatisierten Eluate wurde mittels GC-MS (EI) vermessen. Die Parameter 
der verwendeten Methode sind Tabelle 3-44 und Tabelle 3-45 zu entnehmen. Vor jeder Messung wurden 
die Messbedingungen der GC-MS (EI) und die Reproduzierbarkeit der Kalibriergeraden mithilfe von 
drei Kalibrierpunkten überprüft. Für die Kalibrierlösungen wurden 4,0 mL bidestilliertes Wasser in 
5 mL Mailing Tubes vorgelegt und 50 μl der 1:30 verdünnten MDA-d2-Lösung (29,2 nmol) zugesetzt. 
Der Kalibrierbereich lag bei 0,5 – 2,5 bzw. 49,4 – 551,0 nmol MDA. Zur Verdünnung der MDA-
Stammlösung (24,7 mmol/L) wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Für die Blindwerte wurden 
4,0 mL bidestilliertes Wasser in 5 mL Mailing Tubes mit 200 μL Antioxidanslösung versetzt. Die 
Wassermenge entsprach dem für die Extraktion des MDAs aus dem Sonnenblumenöl verwendeten 
Volumen an bidestilliertem Wasser. Die Derivatisierung und Messung mittels GC-MS (EI) der 
Kalibrierpunkte sowie Blindwerte erfolgte analog zu den Proben. 
 
 
Tabelle 3-44: Parameter zur Quantifizierung von MDA mittels GC-MS (EI). 
Parameter 
Anlage:   7890A GC-System, Agilent, Böblingen 
Software:                       MDS Enhanced Data Analysis ChemStation E.02.00.493 
Säule:    TR-FRAP (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 μm Filmdicke), Thermo Fisher     
                                       Scientific, Waltham, MA, USA) 
Injektor:              Pulsed Splitless 250 °C 
Injektion:   1 μL 
Trägergas:   Helium 
Trägergasfluss:  1 mL/min  
Gradient: Temperatur [°C] Heizrate [°C/min]              Haltezeit [min] 
50               0                                         3 
   260               20                                       0 
   post run time: 3 min bei 240 °C 
Detektion:  MS, SIM-Modus 
   Solvent delay 6,5 min  
 














MDA-PFPH 6,5 – 16,5 234 117 100 
MDA-d2-PFPH 6,5 – 16,5 236 117 100 
 
Methodenvalidierung 
Die Evaluierung der Methode zur Untersuchung von MDA-Gehalten in Sonnenblumenöl unter 
Verwendung von BHT, Reisproteinhydrolysat (T, Tabelle 3-6), Tryptophan und Tyrosin erfolgte über 
Wiederfindungsraten in Dreifachbestimmung. Zur Bestimmung dieser wurden 4 mL bidestilliertes 
Wasser mit 200 μl der in bidestilliertem Wasser gelösten Antioxidantien versetzt. Für die Betrachtung 
des synthetischen Antioxidans BHT wurden 2,0 mg BHT in 4 mL n-Hexan gelöst und 200 μl dieser 
Lösung zu 4 mL bidestilliertem Wasser gegeben. Die Proben wurden mit 150 nmol MDA versetzt (61 μL 
der 1:10 verdünnten MDA-Stammlösung (24,7 mmol/L). Die Aufarbeitung und Messung erfolgte 
analog zu den Proben. Die Berechnung der Wiederfindungsrate erfolgte über die Signalverhältnisse des 




















Die Abschätzung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze erfolgte über das Signal-Rausch-
Verhältnis nach DIN 32645 (Deutsches Institut für Normung, 2008), wobei N der Signalhöhe des 
Grundrauschens, SMDA der Signalhöhe vom Analyt und cMDA der Analytkonzentration entspricht. Bei 
der Berechnung wurde für die Nachweisgrenze ein Faktor F von 3, für die Erfassungsgrenze ein Faktor 
F von 5 und für die Bestimmungsgrenze ein Faktor F von 10 berücksichtigt. 
 
Grenze =






Die Quantifizierung von Hexanal als Lipidperoxidationsprodukt erfolgte mittels Headspace (HS)-GC-
MS, deren Parameter in Tabelle 3-46 angegeben sind. Die Untersuchungen wurden im Rahmen der 
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Maren Neuberg (Neuberg 2017) durchgeführt. 
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Tabelle 3-46: Parameter zur Quantifizierung von Hexanal mittels HS-GC-MS. 
Parameter 
Anlage:   Trace GC 2000 Series 
Säule:     HP-Ultra2 25 m x 0,32 mm, Film 0,17 μm 
HS-Sampler:   Inkubationstemperatur  50 °C 
Inkubationszeit  15 min 
Spritzentemperatur 100 °C 
Injektor:    Temperatur   100 °C 
Injektionsvolumen  250 μl 
Modus   splitless 
Split Flow   50 mL/min 
Fluss:     1 mL/min 
Detektor:   FID 
Temperatur   320 °C 
Fluss    Luft   350 mL/min 
H2   35 mL/min 
MakeUp (N2)  30 mL/min 
Temperaturprogramm:   Temperatur [°C] Heizrate [°C/min] Haltezeit [min] 
40    -    9,00 
61    3    3,00 
76    3    0,00 
90    6    0,00 
110    20    1,00 
300    30    0,00 
320    30    9,67 
 
 
Die Identifizierung von Hexanal erfolgte über den Vergleich der Retentionszeiten der Peaks. Dazu 
wurde unbehandeltes Sonnenblumenöl und mit Hexanal dotiertes Öl (30 ppm) vermessen. Zur 
Quantifizierung von Hexanal wurde Sonnenblumenöl in Doppelbestimmung mit 30 – 60 – 90 ppm 
Hexanal dotiert und eine Kalibriergerade abgeleitet. Der durchgeführte Lagerversuch erfolgte analog zu 
dem für MDA (vgl. Kap. 3.2.7.4) mit der Ausnahme, dass die Ölproben (1,0 g) direkt in HS-GC-Vials 
eingewogen und im Falle hydrophiler Antioxidantien mit 200 µL wässriger Antioxidanslösung versetzt 
wurden. Kalibrierpunkte wurden ebenfalls direkt in HS-GC-Vials eingewogen (1,0 g) und durch 
Schütteln homogenisiert. Wässrige Ölproben wurden vor der chromatographischen Messung zur 
Trocknung mit Natriumsulfat (1,0 g) versetzt. Ein Einfluss auf die Quantifizierung von Hexanal wurde 
in Vorversuchen ausgeschlossen. 





Das TBA-Assay wird vielfach zur Ermittlung der Lipidperoxidation (Frankel & Meyer 2000) genutzt 
und beruht auf der Reaktion von zwei Molekülen Thiobarbitursäure (TBA) mit einem Molekül Malondi-
aldehyd (MDA). Durch die Reaktion im sauren Milieu und unter Einwirkung von Hitze entsteht ein 
pinkfarbenes Chromogen, das photometrisch bei einer Wellenlänge von ʎ = 530 nm detektiert wird. Im 
TBA-Assay reagieren neben MDA weitere Sekundärprodukte der Lipidperoxidation mit dem TBA-
Reagenz unter Bildung eines pinkfarbenen Chromogens, weshalb von Thiobarbitursäure-reaktiven 
Substanzen (TBARS) gesprochen wird (Esterbauer et al., 1991). Im Rahmen der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Evelin Fischer (Fischer 2017) wurde die antioxidative Wirkung von C/T-
Reisproteinhydrolysat im Lebensmittel-Modell überprüft. Dafür wurde frisches sehnenfreies 
Hackfleisch vom Rind mit einem Fettgehalt zwischen 4 und 6 % im Fleischereifachgeschäft (Täubrich, 
Bergmannstraße 9, 01309 Dresden) erworben.  
MDA-Stammlösung, -Standards und -Kalibrierung  
Die Quantifizierung des MDA-Gehaltes in Fleischproben erfolgte unter der Verwendung zuvor 
generierter MDA-Standards. MDA wird durch salzsaure Hydrolyse aus Tetramethoxypropan (TMP) 
freigesetzt. Die Hydrolyse erfolgte nach der Methode von Botsoglou et al. (1994). 77,6 mg TMP wurden 
in ein 20 mL Schraubdeckelglas eingewogen, mit 10 mL einer 0,1 mol/L HCl versetzt, im siedenden 
Wasserbad für 5 min erhitzt und anschließend unter fließendem Wasser abgekühlt. Die gelblich gefärbte 
Lösung wurde in einen 100 mL Maßkolben überführt und bis zur Marke mit bidestilliertem Wasser 
aufgefüllt. Die Stammlösung wurde im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. Zur Ermittlung des MDA-
Gehaltes in der hergestellten Stammlösung wurde ein Aliquot von 200 μL entnommen und in einem 
Maßkolben mit bidestilliertem Wasser auf 10 mL aufgefüllt. 200 μL der MDA-Verdünnung wurden 
photometrisch bei einer Wellenlänge von λ = 245 nm mit dem Mikrotiterplattenlesegerät vermessen. 
Als Blindwert wurden 200 μl einer 1:500 Verdünnung der 0,1 mol/L HCl mitgeführt. Unter Verwendung 
des molaren Extinktionskoeffizienten nach Esterbauer et al. (1991) von ε = 13700 L·(mol·cm)-1 und des 
Lambert-Beer´schen Gesetzes wurde der MDA-Gehalt in der Stammlösung zu 283,6 μg/mL berechnet. 
Auf Grundlage des berechneten Gehaltes wurden Standards im Konzentrationsbereich von 2 bis 
32 µg/mL hergestellt. Ein Aliquot (250 µL) jedes Standards wurde in ein 15 mL Zentrifugentube 
pipettiert, mit 5 mL einer 5 % TCA-Lösung versetzt und gevortext. Es ergaben sich Kalibrierstandards 
mit den Konzentrationen von 0,10 bis 1,52 µg/mL. Für den Blindwert wurden 250 µL bidestilliertes 
Wasser eingesetzt. Das Einsatzvolumen der Kalibrierstandards betrug 1 mL. Die Durchführung des 
TBARS-Assays erfolgte analog der Proben. 
Inkubations- und Lagerversuch 
Zur Ermittlung des MDA-Gehaltes in gelagerten Fleischproben wurde zunächst die notwendige 
Inkubationszeit abgeschätzt. Zur Beschleunigung der Lipidperoxidation wurden die Fleischproben bei 
37 °C im Inkubationsschrank für 0, 3, 6 und 9 h inkubiert. Probenaufarbeitung und TBARS-Assay sind 
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unten aufgeführt. Die Bestimmung des MDA-Gehaltes erfolgt über Standardaddition. Die antioxidative 
Wirkung von C/T-Reisproteinhydrolysat (RPH) auf die Lipidperoxidation von Hackfleisch wurde im 
Rahmen von drei Versuchen überprüft. Dafür wurden Fleischproben (5 g) nach der Einwaage mit 
Reisproteinhydrolysatlösung dotiert (V1: 2 mg RPH/g Fleisch in 50 μl, V2: 2 mg RPH/g Fleisch in 
250 μl, V3: 4 mg RPH/g Fleisch in 1000 μl). Anschließend wurden die Fleischproben 10 s gevortext, 
um eine homogene Verteilung auf der Fleischoberfläche zu gewährleisten. Bei jedem Versuch wurden 
Kontrollen ohne Zusatz von Hydrolysat mitgeführt. Die Hydrolysatlösung wurde durch bidestilliertes 
Wasser ersetzt. Als Positivkontrolle wurde Trolox (0,04 mg/g Fleisch in 1000 μl) als Antioxidans 
eingesetzt. Der MDA-Gehalt der Fleischproben mit und ohne Zusatz von Reisproteinhydrolysat bzw. 
Trolox wurde zum Zeitpunkt t = 0 min und t = 3 h ermittelt. Die Bestimmung des MDA-Gehaltes erfolgt 
wiederum über Standardaddition. 
Standardaddition  
Die eingewogenen Fleischproben wurden mit 0,5 mL MDA-Standard versetzt. Nicht-dotierte Fleisch-
proben wurden mit 0,5 mL bidest. Wasser versetzt. Die Bestimmung des MDA-Gehaltes in den nicht-
dotierten Fleischproben erfolgte in einer Dreifachbestimmung, durch das Einwiegen von drei 
Fleischaliquoten, und die der dotierten Fleischproben in Zweifachbestimmung.  
Probenaufarbeitung 
Zur Bestimmung des MDA-Gehaltes in den Fleischproben musste zunächst die Fleischmatrix abgetrennt 
werden. Dazu fand die Methode in Anlehnung an Rosenbauer (Dissertation, 2002) Verwendung. Die 
Fleischproben (5 g) wurden in 50 mL Falcon-Tubes eingewogen, mit 5 mL einer 0,8 %-igen Lösung 
BHT in n-Hexan und mit 10 mL einer 5 %-igen TCA versetzt. Anschließend wurden die Proben mit 
dem Ultra-Turrax 30 s behandelt. Das Homogenisat wurde bei 4 °C und 6000 rpm für 15 min 
zentrifugiert. Zur Filtration wurden 5 mL der unteren wässrigen TCA-Phase abpipettiert und durch ein 
0,45 µm Membranfilter filtriert. Die Filtrate wurden zum TBARS-Assay eingesetzt. 
TBARS-Assay 
Das TBARS-Assay wurde in Anlehnung an die Methode nach Botsoglou et al. (1994) durchgeführt. 
1 mL Fleischprobenfiltrat bzw. Kalibrierstandard wurden in ein 2 mL Eppendorftube pipettiert und mit 
0,6 mL einer frisch hergestellten 0,6 % Thiobarbitursäurelösung (TBA Reagenz: 0,3 g TBA im 
Maßkolben mit bidest. Wasser lösen und auf 50 mL auffüllen) versetzt und gevortext. Für den Blindwert 
wurde 1 mL des Fleischfiltrates mit 0,6 mL bidest. Wasser versetzt. Anschließend wurden die Proben 
30 min in einem 70 °C warmen Wasserbad zur Bildung des pinkfarbenen MDA-TBA Chromogens 
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben unter fließendem Wasser abgekühlt und gevortext. 
Ein Aliquot von jeweils 200 μl wurde in eine 96-well Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend erfolgte 
die Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von λ = 532 nm unter Verwendung des Mikrotiter-
plattenlesegerätes. Die Geräteparameter für die Absorptionsmessung sind in Tabelle 3-47 gelistet. Die 
Bestimmung der MDA-Gehalte in Rindfleischproben erfolgte über Standardaddition. 












Number of Flashes 
Tecan infinite M200 
Tecan i-control 1.1.9.0 
Greiner 96 Flat transparent 
Duration: 5 s Amplitude: 1 mm 
24,5 ± 0,5 °C 




Ausblickend wurden, im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Julia Platzek (Platzek 
2017), orientierende Studien zur Existenz von einerseits tryptophanhaltigen Dipeptiden und andererseits 
ACE in humanem Speichel durchgeführt. 
 
3.2.8.1 Aufarbeitung von humanem Speichel 
Speichel (≈ 450 µL) wurde morgens im nüchternen Zustand entnommen, zur Stabilisierung mit EDTA 
(100 µL, 250 µmol/L) versetzt, 20 s gevortext und anschließend 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der 
Speichelüberstand (240 µL) wurde mit internen Standards, bestehend aus den isotopenmarkierten 
Analoga für IW und WL (50 µL, je 48 nmol/L) bzw. den deuterierten Standards für Tryptophan und 
Kynurenin (10 µL, 12 µmol/L für Trp und 1,5 µmol/L für Kyn), dotiert, mit eiskaltem Acetonitril-
Methanol-Gemisch (70:30, 600 µL) versetzt, gevortext, 30 min bei -20 °C gelagert und 15 min bei 4 °C 
und 10.000 rpm zentrifugiert. Der zentrifugierte Überstand (700 µL) wurde evaporiert und in 
Resolubilisierungsreagenz (300 µL, Fließmittel A/B: 97/3 %, (Tabelle 3-48) aufgenommen, gevortext, 
15 min im Ultraschallbad behandelt und membranfiltriert (0,2 µm). In Voruntersuchungen wurde 
Speichel unterschiedlicher Speichelpools (230 µL) vergleichend mit und ohne EDTA aufgearbeitet 
sowie mit 10 µL IW und WL (50 µmol/L) bzw. Tryptophan (10 µmmol/L) bei verschiedenen 
Temperaturen (10 °C und 37 °C) inkubiert (30 min), um deren Stabilität im Speichel zu evaluieren.  
 
3.2.8.2 Identifizierung und Quantifizierung mittels LC-MS/MS  
Zur Identifizierung und Quantifizierung der tryptophanhaltigen Dipeptide IW und WL, Tryptophan und 
der entsprechenden Metabolite im Speichel wurde die LC-MS/MS-Methode im MRM-Modus 
verwendet. Geräteparameter sind in Tabelle 3-48 und die MRM-Übergänge der untersuchten 
Substanzen in Tabelle 3-49 angegeben.  




Tabelle 3-48: Parameter zur LC-MS/MS-Messung von aufgearbeitetem Speichel. 
Parameter 
Anlage:   Analytische HPLC 1200 Series  
   Triple Quad LC-ESI-MS 6400 Series  
Auswertung:                  MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 
Säule:    Phenomenex Kinetex, Luna C18-Säule (250 x 3,0 mm, 5 µm, 100 Å) 
Säulentemperatur: 35 °C 
Injektion:   1-10 μL 
Flussrate:   0,38 mL/min 
Eluenten:  Fließmittel A: 2,7 mmol/L Eisessig in bidestilliertem Wasser 
Fließmittel B:  2,7 mmol/L Eisessig in Acetonitril/10 % bidest. Wasser  
Gradient:  t [min]  Anteil B [%]   
0 1     
20  30      
   21  99      
   35  99      
   36  1      
   48  1       
 
Detektion:  UV  λ = 220 nm, 280 nm, 360 nm 
ESI-MS/MS MS im positive mode, Stickstoff als Vorhanggas (350 °C, 


















Tryptophan 205 146/188 180 85 15/10 
Kynurenin 209 192/146/92 250 60 5/10/10 
IW 318 86/188 200 80 20/20 
WL 318 301/159 200 80 10/20 
 





Zur Untersuchung der alimentären Beeinflussung der endogenen Konzentration von IW und Tryptophan 
im Speichel wurde eine Kapsel, gefüllt mit 50 mg IW, im nüchternen Zustand aufgenommen und 
anschließend in einem Zeitraum von 160 min alle 20 min Speichel abgegeben und dieser analog zu 
Kapitel 3.2.8.1 aufgearbeitet. Als Blindwert wurde eine leere Kapsel aufgenommen. Die Verwendung 
einer Kapsel erwies sich als notwendig, da infolge der oralen Aufnahme von 10 g 
Molkenproteinhydrolysat eine bis zu 60 minütige Akkumulation der enthaltenen Dipeptide und 
Tryptophan im Mundraum festgestellt wurde, wodurch keine Aussagen zur alimentären Beeinflussung 
der enthaltenen Verbindungen über die Blutbahn in den Speichel getroffen werden konnten. 
 
3.2.8.4 ACE-Aktivität im Speichel 
Zur Bestimmung der ACE-Aktivität im Speichel wurde das FRET-Substrat Abz-FRK(Dnp)P-OH 
herangezogen (vgl. Kap. 3.2.3.2). Zunächst wurde eine Enzymcharakterisierung hinsichtlich K' und vmax 
durchgeführt. Verdünnungen wurden in Tris-Puffer (50 mmol/L NaCl und 100 mmol/L Tris-Base) 
angefertigt. Speichel wurde im Assay zu 17 % eingesetzt, bei einem Assayvolumen von 120 µL. Zur 
Charakterisierung der Hemmbarkeit möglichen Speichel-ACEs wurden Lisinopril bzw. IW in den 
Konzentrationen 0,1, 1 und 10 nmol/L bzw. 10 und 100 µmol/L eingesetzt. Zum Ausschluss der 
Umsetzung von Abz-FRK(Dnp)P-OH durch im Speichel vorhandene Matrix-Metalloproteasen 
(MMPs), wurde ein geeignetes Testsystem mit dem MMP-Inhibitor NNGH (N-Isobutyl-N-(4-
methoxyphenylsulfonyl)-glycylhydroxaminsäure), in Anlehnung an de Marco (2015) etabliert und 
dessen Einfluss auf die Umsetzung von Abz-FRK(Dnp)P-OH überprüft. 
 
 
3.3 Sensorische Untersuchung 
Mit der sensorischen Untersuchung, durchgeführt im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit 
von Edris Riedel (Riedel 2015), sollte die Eignung von Cyclodextrinen zur Verringerung des 
Bittergeschmacks von Proteinhydrolysaten untersucht werden. Exemplarisch wurde Reisprotein-
hydrolysat (5 %, w/v) mit und ohne Zugabe von entweder α-, β- oder γ-Cyclodextrin (3 bzw. 5 %, w/v) 
verwendet. Die gewählten Konzentrationen orientierten sich an den Untersuchungen von Linde et al. 
(2009, 2010). Die Verkostung wurde als Rangordnungsprüfung nach DIN ISO 8587:2010-08 
durchgeführt. Das Panel bestand aus 10 Personen, deren Geschmacksempfindlichkeit „bitter“ mit 
Coffein nach DIN ISO 3972:2013-12 ermittelt wurde.  
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3.3.1 Untersuchung zur Bitterkeit von Reisproteinhydrolysat 
3.3.1.1 Herstellung des Reisproteinhydrolysates 
Reisprotein (60 g) wurde mit 1,2 L autoklaviertem Wasser versetzt, unter Rühren auf 65 ºC erhitzt und 
der pH-Wert der Lösung mit 1 mol/L NaOH auf 8,0 eingestellt. 2,96 g Corolase 2TS wurden zugegeben 
und die Lösung unter konstantem Rühren bei 65 °C für 2 h inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen 
auf 95 °C für 15 min inaktiviert. Danach wurde die Lösung auf 60 °C abgekühlt und sprühgetrocknet 
(Einlasstemperatur: 164 °C, Auslasstemperatur: 102 °C, Aspiration 100 %; Büchi Sprühtrockner B-290 
Advanced). 
 
3.3.1.2 Rangordnungsprüfung nach DIN ISO 8587:2010-08 
Der Friedman-Test ermöglicht die Bewertung der Unterschiede zwischen mehreren Proben, basierend 
auf der Intensität eines spezifischen Kriteriums. Ziel war es, den Einfluss von α-, β- oder γ-Cyclodextrin 
auf die Bitterkeit von Reisproteinhydrolysat zu untersuchen. Die internationale Norm DIN ISO 
8587:2010-08 wurde angewendet. Das verwendete Panel bestand aus 10 Personen. Ein Test zur 
Bestimmung der Geschmacksempfindlichkeit von Bittergeschmack mit Coffein wurde gemäß DIN ISO 
3972:2013-12 durchgeführt. Für die sensorische Analyse von Reisproteinhydrolysat erhielt jeder 
Teilnehmer 7 Proben: das Hydrolysat (5 %, w/v), pur oder dotiert mit α-, β- oder γ-Cyclodextrin (3 % 
oder 5 %). Die Teilnehmer sollten die zufällig vorbereiteten Proben entsprechend ihrer bitteren 
Geschmacksintensität ordnen. Danach wurden die Rangsummen R1-7 jedes einzelnen Rangs berechnet. 
Wurden für die Summe die gleichen Werte erhalten, so ist von keinen Unterschieden zwischen den 
Stichproben (Nullhypothese) auszugehen. Die alternative Hypothese ist, dass die Rangsummen nicht 
gleich sind. Der Friedman-Wert wird unter Berücksichtigung der Anzahl der Probanden, Proben und 
des gewählten Risikos wie folgt berechnet: Ftest = 12 ∙ (j ∙ p(p + 1))
−1
∙ (R1
2 +  … + R7
2) − 3 ∙ j(p + 1)      
(j Panelist, p Proben, R Rangsumme). Die Nullhypothese muss zurückgewiesen werden, wenn der 
berechnete Friedman-Wert Ftest für ein Signifikanzniveau von 95 % bzw. 99 % größer als 12,23 oder 
15,79 ist, was eintritt, wenn Unterschiede zwischen den Rangsummen der Proben wahrgenommen 
werden. Werden mithilfe des Friedman-Tests Unterschiede erkannt, muss die kleinste Differenz 
berechnet werden, die für das ausgewählte Risiko (α = 0,05 oder 0,01) (LSD, Least Significant 
Difference) noch signifikant ist, um zu bestimmen, zwischen welchen Probenpaaren es signifikante 
Unterschiede gibt. Die LSD wird wie folgt berechnet: LSD = z ∙ √(j ∙ p(p + 1)) ∙ 6−1. Wenn das 
Risikoniveau für jedes Paar einzeln gilt, ist das mit der LSD verbundene Risiko α. Für die Berechnung 
der LSD bei einem Risiko von α = 0,05 oder 0,01 ist der z-Wert (entsprechend einer zweiseitigen 
Normalwahrscheinlichkeit von α) 1,96 bzw. 2,58. Wenn der beobachtete Unterschied zwischen den 
Rangsummen von zwei Proben größer oder gleich dem LSD ist, kann daraus geschlossen werden, dass 
die Ränge von zwei Proben signifikant unterschiedlich sind. 





4 Ergebnisse und Diskussion 
 
Bioaktiven Peptiden werden in Abhängigkeit ihrer Sequenz verschiedene physiologische Eigenschaften 
zugeschrieben, weshalb sie im Rahmen der Ernährung einen positiven Einfluss auf die Gesundheit 
darstellen können (Kitts & Weiler 2003). Die antihypertensive Aktivität von Milchproteinhydrolysaten 
wurde bereits in zahlreichen Studien charakterisiert (Ishida et al. 2011; Jauhiainen 2007; Kaiser et al. 
2016; Lunow et al. 2013; Martin & Deussen 2017; Aluko 2015). Auch für Pflanzenproteine liegen 
Studien bezüglich ihrer ACE-inhibitorischen Wirksamkeit vor (Aluko 2015; Pihlanto & Mäkinen 2013). 
Welche Peptide maßgeblich zur Hemmwirkung des Hydrolysates beitragen, ist allerdings bei dieser 
Proteinquelle nicht ausreichend charakterisiert. Pflanzenproteine rücken im Vergleich zu 
Milchproteinen aufgrund ihrer geringeren Allergenität, des Kostenfaktors, der Möglichkeit zur 
Verwertung von Nebenprodukten oder aufgrund des Wandels der Ernährungsformen hin zum 
Vegetarismus und Veganismus als Alternative zu tierischen Proteinquellen in den Vordergrund (Day 
2013). Für Proteinhydrolysate wird ferner ein antioxidatives Potential diskutiert (Samaranayaka & Li-
Chan 2011), sodass diesen in Hinblick auf die Nutzung als Bestandteil in Lebens- als auch Futtermitteln 
zur Verbesserung der Lagerstabilität eine hohe Bedeutung zuteil werden kann. 
 
4.1 Charakterisierung der ACE-inhibierenden Aktivität von 
Pflanzen- im Vergleich zu Molkenproteinhydrolysaten 
Bioaktive Peptide weisen ACE-inhibitorische Eigenschaften auf und können daher zur Erhaltung eines 
normalen Blutdrucks im tierischen als auch humanem Organismus beitragen (Martin & Deussen 2017). 
Aufgrund der ausgesprochen guten Hemmwirkung in vitro (IC50 = 0,7 nmol/L) wurde Isoleucyl-
Tryptophan (IW) als das potentestes ACE-inhibitorische Peptid deklariert, welches je in einem 
Lebensmittel nachgewiesen werden konnte (Martin et al. 2008). IW liegt intakt in der Sequenz des 
Molkenproteins α-Lactalbumin vor und kann aus diesem mit zweistufiger Hydrolyse, zur selektiven 
Freisetzung tryptophanhaltiger Dipeptide, mit Chymotrypsin und Thermolysin (C/T) zu etwa 22 mg pro 
g, demnach bis zu 50 % freigesetzt werden (Lunow et al. 2013). Sowohl die Bioverfügbarkeit des IWs 
als auch deren ACE- und blutdruckregulierende Wirkung wurden bereits in vivo nachgewiesen (Kaiser 
et al. 2016; Martin et al. 2015). Molkenproteine bilden somit eine ausgesprochen gute Quelle ACE-
inhibitorischer Peptide. Es stellt sich die Frage ob Pflanzenproteine eine zu Molkenprotein vergleichbar 
potente Proteinquelle darstellen? Zur Klärung wurden im Rahmen dieses Arbeitsteiles ausgewählte 
Pflanzenproteine (Reis, Soja, Erbse und Weizen) unter Nutzung verschiedener Hydrolysemethoden 
hydrolysiert und anschließend die Hydrolysate auf ihre ACE-inhibitorische Wirkung in vitro untersucht. 
Des Weiteren wurden in den Hydrolysaten potente Peptide identifiziert und quantifiziert und deren 
Einfluss auf das ACE-inhibitorische Potential der jeweiligen Proteinquellen evaluiert. 
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4.1.1 ACE-inhibitorische Aktivität von Proteinhydrolysaten 
Die Eignung der zweistufigen Hydrolyse mit α-Chymotrypsin und Thermolysin (C/T) zur Generierung 
von Pflanzenproteinhydrolysaten wurde über deren Hemmwirkung auf das Modellenzym k-ACE 
abgeschätzt (vgl. Kap. 3.2.3.1). Die Hemmstärke wurde dabei als IC50-Wert ausgedrückt, welcher der 
notwendigen Konzentration an Inhibitor für eine 50 %-ige Enzymhemmung entspricht. Die IC50-Werte 
der Proteinhydrolysate aus Reis, Soja, Erbse und Weizen wurden zu 27 bis 39 mg/L bestimmt und lagen 
über dem des Molkenproteinhydrolysates mit 14 mg/L (Tabelle 4-1). Mit einer um den Faktor 2 bis 3 
verringerten Hemmstärke gegenüber dem Molkenproteinhydrolysat, konnten die Pflanzenproteine, 
insbesondere das Reisanalogon, als potente Proteinhydrolysate eingestuft werden. Zur Einordnung der 
ermittelten Hemmstärke wurde eine weitere oft verwendete Hydrolysemethode unter Nutzung von 
Alcalase herangezogen. Mit IC50-Werten zwischen 68 und 148 mg/L für die Pflanzenproteinhydrolysate  
und 39 mg/L für das Molkenproteinhydrolysat lieferte die Hydrolyse mit Alcalase jedoch gegenüber der 
zweistufigen Hydrolyse Hydrolysate mit deutlich geringerer ACE-inhibitorischer Aktivität. Zur 
Diskussion der Unterschiede werden im Folgenden die Molekulargewichtsverteilung der entstandenen 
Hydrolysate und die Hemmwirkung der niedermolekularen Fraktion diskutiert. 
 
 
Tabelle 4-1: IC50-Werte in mg/L verschiedener Proteinquellen nach zweistufiger Hydrolyse mit α-Chymotrypsin 
und Thermolysin (C/T) beziehungsweise unter Verwendung von Alcalase; (MW ± SD; n = 3). 
 
Hydrolyse Reis Soja Erbse Weizen Moke 
C/T 27 ± 1 35 ± 5 33 ± 3 39 ± 3 14 ± 1 
Alcalase 76 ± 7 69 ± 1 68 ± 17 148 ± 26 39 ± 3 
 
 
4.1.1.1 Molekulargewichtsverteilung von Proteinhydrolysaten 
Eine hohe Ausbeute an Di- und Tripeptiden ist von wesentlicher Bedeutung für einen antihypertensiven 
Effekt in vivo, da die Kettenlänge komplementär mit der Bioverfügbarkeit und damit physiologischen 
Wirksamkeit korreliert (Roberts et al. 1999). Zur Bestimmung des Ausmaßes der Verdaubarkeit der 
pflanzlichen Proteinquellen mit Alcalase- oder C/T-Hydrolyse und der Generierung kurzkettiger Peptide 
wurde die Molmassenverteilung mithilfe der Gelpermeationschromatographie und UV-Detektion 
analysiert (vgl. Kap. 3.2.1.6). Es wurden die Wellenlängen ʎ = 220 und 280 nm gewählt, um einerseits 
Aussagen zur allgemeinen Peptidverteilung zu erhalten und andererseits den aromatischen Anteil 
innerhalb eines Peptidgrößenbereiches abschätzen zu können. Dieser ist von besonderem Interesse, da 
insbesondere tryptophan- und tyrosinhaltige Di- und Tripeptide potente Inhibitoren des ACEs darstellen 
(Wu et al. 2006) und damit verstärkt gebildet werden sollten.  







Abbildung 4-1: GPC-Chromatogramm am Beispiel von Reisproteinhydrolysat nach C/T-Hydrolyse; UV-
Detektion: ʎ = 220 nm (schwarz) und ʎ = 280 nm (rot); Molmassenverteilung: > 20 kDa (< 20,7 min), 10-20 kDa 
(20,7-23,3 min), 5-10 kDa (23,3-25,9 min), 2-5 (25,9-29,3 min), < 1 kDa (> 31,9 min). 
 
 
Zunächst wurde eine Kalibrierung mit ausgewählten Molmassenstandards hergestellt (vgl. Kap. 
3.2.1.6). Bis zu einer Molekülgröße von etwa 1000 Da ist von einem linearen Zusammenhang zwischen 
der Elutionszeit des jeweiligen Standards und dem dekadischen Logarithmus seiner Molmasse 
auszugehen. Unterhalb von 1000 Da wird die Elution von der Hydrophobizität der Moleküle beeinflusst, 
sodass kein linearer Zusammenhang mehr besteht. Als kurzkettige Peptide werden folglich Peptide 
kleiner 1000 Da definiert (Abbildung 4-1). In Tabelle 4-2 ist die prozentuale Peptidverteilung für das 
jeweilige Hydrolysat angegeben. Allgemein lässt sich erkennen, dass sowohl die Alcalase als auch C/T-
Hydrolysate reich an kurzkettigen Peptiden sind, was auf eine gute Verdaubarkeit der genutzten 
Proteinquellen schließen lässt. In den Pflanzenproteinhydrolysaten nach C/T-Hydrolyse lag die 
Ausbeute an freigesetzten Peptiden kleiner 1000 Da bei 64 bis 78 %, vergleichbar mit der des 
Molkenproteinhydrolysates (70 %), was für eine gleichwertig effiziente Hydrolyse spricht. Bei Weizen 
betrug sie lediglich 49 %, womöglich bedingt durch die geringe Löslichkeit und erhöhte Aggregation 
von Gliadin und Glutenin unter den spezifischen Hydrolysebedingungen und die damit verbundene 
schlechtere Angreifbarkeit durch Hydrolyseenzyme. Unter Verwendung von Alcalase konnten 
Hydrolysate mit durchschnittlich höherem Anteil an niedermolekularen Peptiden generiert werden (Reis 
86 %; Soja 79 %; Erbse 83 %; Weizen 66 %). Für das Molkenproteinhydrolysat war trotz Verwendung 
unterschiedlicher Enzyme kein signifikanter Unterschied in der Molmassenverteilung hinsichtlich aller 
sowie aromatischer Peptide zu verzeichnen. Innerhalb der C/T-Hydrolysate der Pflanzenproteine lag der 
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aromatische Anteil kurzkettiger Peptide zwischen 65 und 85 % und damit vergleichbar zu dem der 
Alcalase-Hydrolysate mit 66 bis 86 %. Vor allem Reis- aber auch Sojaproteinhydrolysat wiesen einen 
zu Molkenproteinhydrolysat vergleichbar hohen aromatischen Anteil kurzkettiger Peptide auf. 
Pflanzenproteine zeigen somit mit beiden Hydrolysemethoden eine vergleichbar gute Verdaubarkeit und 
Freisetzung aromatischer kurzkettiger Peptide analog zum Molkenprotein. 
 
 
Tabelle 4-2: Molekülgrößenverteilung kurzkettiger Peptide (kleiner 1000 Da) in %, erhalten nach zweistufiger 
Hydrolyse C/T oder Hydrolyse mittels Alcalase, gemessen mittels GPC (Superdex Peptide HR 10/300 GL, GE 
Healthcare), UV-Detektion (ʎ = 220 bzw. 280 nm). 
 
 C/T Alcalase 
 220 nm 280 nm 220 nm 280 nm 
Reis 78 85 86 90 
Soja 64 80 79 85 
Erbse 68 79 83 81 
Weizen 49 65 66 66 
Molke 70 86 74 88 
 
 
4.1.1.2 Hemmstärke der niedermolekularen Peptidfraktion 
Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, besaßen die mit Alcalase im Vergleich zu den mit C/T 
behandelten Pflanzenproteine einen höheren Anteil kurzkettiger Peptide kleiner 1000 Da. Während die 
Größe der Peptide mit dem Ausmaß ihrer intakten Resorption korreliert (Roberts et al. 1999), ist deren 
Sequenz von maßgeblicher Bedeutung für die Hemmstärke gegenüber dem ACE (Wu et al. 2006). Zur 
Bewertung des ACE-inhibitorischen Potentials der kurzkettigen Peptide im Alcalase- als auch 
C/T-Hydrolysat, wurde daher die Hemmstärke nach Anwendung der Ultrafiltration (molecular weight 
cutoff: MWCO = 1000 Da), im Folgenden als die niedermolekulare Fraktion definiert, bestimmt. Die 
ermittelten IC50-Werte sind in Abbildung 4-2 graphisch denen der unbehandelten Hydrolysate 
gegenübergestellt. Im Vergleich zu den nicht-fraktionierten Hydrolysaten, wiesen die Ultrafiltrate der 
C/T-Hydrolysate eine gesteigerte ACE-inhibitorische Hemmstärke auf (IC50-Werte C/T-Ultrafiltrate: 
Reis 17 ± 2 mg/L; Soja 22 ± 2 mg/L; Erbse 23 ± 1 mg/L; Weizen 24 ± 1 mg/L; Molke 13 ± 1 mg/L). 
Auch für die Ultrafiltrate der Alcalase-Hydrolysate, mit Ausnahme von Erbse, wurde eine verbesserte 
Hemmstärke gegenüber der nicht-fraktionierten Variante erhalten (IC50-Werte Alcalase-Ultrafiltrate: 
Reis 55 ± 2 mg/L; Soja 44 ± 1 mg/L; Erbse 130 ± 23 mg/L; Weizen 114 ± 18 mg/L und Molke 
17 ± 1 mg/L). Vergleichend ließ sich festzustellen, dass die Ultrafiltrate der Alcalase-Hydrolysate eine 
geringere Hemmwirkung als die nicht-fraktionierten C/T-Hydrolysate aufwiesen. Dies ist auf das 




differente Peptidspektrum durch die Nutzung unterschiedlicher Hydrolyseenzyme zurückzuführen, 
infolgedessen davon auszugehen ist, dass C/T-Hydrolysate vermehrt Peptide enthalten, die aufgrund 
ihrer spezifischen Sequenz als potente Inhibitoren des ACEs fungieren. Alcalase besitzt im Vergleich 
zu Chymotrypsin und Thermolysin, Enzyme die vorwiegend an der C-terminalen Position hydrophober 
Aminosäuren, wie Trp, Tyr, Phe und Leu spalten, eine breite Substratspezifität (ExPASy, Swiss Institute 





Abbildung 4-2: IC50-Werte der Pflanzenproteinhydrolysate verglichen mit denen des Molkenproteinhydrolysates 
nach enzymatischer Hydrolyse mit Chymotrypsin/Thermolysin (dunkelgrau) und Alcalase (hellgrau) und deren 
Ultrafiltrate (schraffiert); (n = 3). 
 
 
Basierend auf Struktur-Aktivitätsstudien handelt es sich insbesondere bei Dipeptiden mit C-terminalem 
Tryptophan- beziehungsweise Tyrosinrest um potente Inhibitoren des ACEs (Wu et al. 2006). Die 
Spaltspezifität der eingesetzten Hydrolyseenzyme resultiert letztlich in Unterschieden in der Sequenz 
gebildeter kurzkettiger Peptide, die wiederum für die unterschiedliche ACE-inhibitorische Aktivität der 
verwendeten Alcalase- und C/T-Hydrolysate verantwortlich sind. Durch Vergleich mit Literaturstudien 
wird deutlich, dass weder der Einsatz von Alcalase unter veränderten Hydrolysebedingungen noch die 
Verwendung weiterer Enzyme, wie Pepsin, Trypsin, Flavorenzym und Protease M Hydrolysate aus 
Reis, Soja, Weizen und Erbsen erzeugen können, die eine vergleichbare oder stärkere ACE-
inhibitorische Wirkung aufweisen als die Hydrolysate, welche mithilfe der zweistufigen Hydrolyse mit 
Chymotrypsin und Thermolysin hergestellt wurden (Yust et al. 2003; Vermeirssen et al. 2004; Motoi & 
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lässt sich zudem ableiten, dass eine spezifische Hydrolyse von Proteinen als Voraussetzung für die 
Freisetzung potenter antihypertensiver Peptide notwendig ist, da physiologische Effekte lediglich durch 
die Aufnahme des Hydrolysates nicht jedoch des intakten Proteins erreicht werden konnten (Martin et 
al. 2015). Aufgrund ihrer ausgesprochen guten Hemmstärke wurden die C/T-Hydrolysate hinsichtlich 
enthaltener Dipeptide näher charakterisiert (vgl. Kap. 4.1.2.3). 
 
4.1.1.3 Methodisches zur enzymatischen Hydrolyse 
Die Grundlage für die enzymatische Hydrolyse der Pflanzenproteine bildeten die am Institut etablierten 
Methoden für das Molkenprotein, veröffentlicht durch Lunow et al. (2013): Einstufige Hydrolyse mittels 
Alcalase (4 % E/S Verhältnis, 24 h bei 55 °C und kontinuierliche pH-Wert-Einstellung auf 7,0) bzw. 
Thermolysin (1 % E/S Verhältnis, 24 h bei 70 °C und pH 8,0 - einmalige pH-Wert-Einstellung) und 
zweistufige Hydrolyse mit α-Chymotrypsin(1)/ Thermolysin(2) (je 1 % E/S Verhältnis, (1) 24 h bei 
55 °C und pH 7,8 bzw. (2) 24 h bei 70 °C und pH 8,0 – je einmalige pH-Einstellung) (vgl. Kap. 3.2.1.3).  
 
Körnerleguminosen, speziell Sojabohnen, enthalten antinutritive Faktoren, wie Proteaseinhibitoren 
(Bowman-Birk- und Kunitz-Inhibitor), welche die Proteinhydrolyse negativ beeinflussen und damit 
einen limitierenden Faktor für deren Verwendung darstellen können (Savage & Morrinson 2003). Die 
Inhibitoren interagieren vorrangig mit Serinproteasen, wie Trypsin und Chymotrypsin, infolgedessen 
sich deren proteolytische Aktivität reduziert. Für Alcalase und Thermolysin ist keine vergleichbare 
Wechselwirkung bekannt. Aufgrund der für die Inhibitoren nachgewiesenen Hitzelabilität könnte von 
einer Inaktivierung derer im Rahmen der Proteinisolierung ausgegangen werden (Friedman et al. 1991). 
Zur Überprüfung wurde der Einfluss der Zusammensetzung der Pflanzenproteine auf die durchgeführten 
Hydrolysen über die Bestimmung der Aktivität von α-Chymotrypsin als auch Alcalase und Thermolysin 
während der enzymatischen Hydrolyse der Pflanzenproteine im Vergleich zum Molkenprotein 
untersucht. In Tabelle 4-3 sind die Aktivitäten, bestimmt mittels Azocaseintest (vgl. Kap. 3.2.1.3), des 
jeweiligen Enzyms in Units pro mg Enzym vor und nach der Hydrolyse sowie die sich daraus ergebende 
Restaktivität in % angegeben. Um eine vollständige Lösung und Homogenisierung der eingesetzten 
Enzyme in der Proteinlösung zu gewährleisten, wurde die erste Bestimmung der Enzymaktivität nach 
1-stündiger Hydrolyse festgesetzt. Unabhängig von der Proteinquelle konnte für Alcalase über den 24-
stündigen Verlauf der Hydrolyse unter Konstanthaltung des pH-Wertes (7,0) gleichbleibende Aktivität 
von etwa 97 ± 4 % ermittelt werden. Die Analyse der Molekulargewichtsverteilung von Alcalase-
Hydrolysaten ergab, dass die Ausbeute kurzkettiger aromatischer Peptide im Hydrolysat, generiert unter 
kontinuierlicher im Vergleich zur einmaligen pH-Wert-Einstellung zu Beginn der Hydrolyse, leicht 
erhöht war (Abbildung 4-3). Als Ursache kann die gesteigerte Alcalase-Aktivität unter den optimalen 
pH-Bedingungen aber auch eine verbesserte Löslichkeit der eingesetzten Proteinquellen diskutiert 
werden (Zayas 1997).  




Tabelle 4-3: Enzymaktivität von Alcalase, α-Chymotrypsin und Thermolysin während der enzymatischen 
Hydrolyse von Pflanzenproteinen bzw. Molkenprotein und Restaktivität in %; (MW ± SD; n = 3). 
 
 Alcalase [U/mg] α-Chymotrypsin [U/mg] Thermolysin [U/mg] 
 pH 7.0 und 50 °C pH 7.8 und 50 °C pH 8.0 und 70 °C 
          
 1 h 24 h    % 1 h    24 h   % 1 h   2 h % 
Molke 23 ± 1  24 ± 1  105 36 ± 2  4 ± 0,2  12 81 ± 6  76 ± 5  94 
Reis 24 ± 1  23 ± 1  94 29 ± 1  1 ± 0,1  4 52 ± 2  1 ± 0,3  2 
Soja 20 ± 1  20 ± 1  97 18 ± 1  1 ± 0,1  5 1 ± 0,1  < 0,1  < 0,1 
Weizen 24 ± 1  22 ± 1  92 20 ± 1  2 ± 0,1  8 69 ± 10  12 ± 1  17 
Erbse 20 ± 1  20 ± 1  97 20 ± 1  1 ± 0,1  5 1 ± 0,1  < 0,1  < 0,1 
 
Ohne eine regelmäßige pH-Wert-Einstellung sank der pH-Wert der Hydrolysatlösungen nach 
einstündiger Hydrolyse auf 6,0, was die Löslichkeit der Pflanzenproteine insbesondere des Sojaproteins 
stärker herabsetzt als die des Molkenproteins (Zayas 1997). Für die Alcalase-Hydrolyse wurde 
demzufolge die kontinuierliche pH-Wert-Einstellung gewählt. Eine der Alcalase-Hydrolyse 
vorangeschaltete Denaturierung der verwendeten Proteine hatte keinen Einfluss auf die 
Molekulargewichtsverteilung der Pflanzenproteinhydrolysate, repräsentativ in Abbildung 4-3 für Reis 
und Soja angegeben. Im Vergleich zu Alcalase wurde für α-Chymotrypsin eine deutliche Verringerung 
der Aktivität nach 24 h beobachtet, welche zudem für die Pflanzenproteine etwas stärker ausgeprägt war 
(4 bis 8 %) als für das Molkenprotein (12 %). Da nicht nur während der Hydrolyse der Pflanzenproteine 
sondern auch des Molkenproteins eine deutliche Reduktion der α-Chymotrypsin-Aktivität detektiert 
wurde, wurde keiner Beeinflussung dessen von in Pflanzenproteinen enthaltenen Chymotrypsin-





Abbildung 4-3: Molmassenverteilung von Reis- (rechts) und Sojaproteinhydrolysat (links) nach Alcalase-
Hydrolyse unter einmaliger pH- (grau), kontinuierlicher pH-Einstellung (braun) und nach vorheriger 
Denaturierung (blau).  
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Hinsichtlich Thermolysin wurde für keine der verwendeten Proteinquellen nach 24 h eine Aktivität 
detektiert, weshalb diese erneut nach einer Hydrolysezeit von 2 h bestimmt wurde. Im Verlauf der 
Hydrolyse des Molkenproteins nahm die Aktivität des Thermolysins nur geringfügig ab (Restaktivität: 
94 %). Unter Verwendung der Pflanzenproteine hingegen wurde die Restaktivität des Thermolysins für 
Weizen zu weniger als 20 % und für die anderen Pflanzenproteine zu weniger als 2 % bestimmt. Unter 
Berücksichtigung einschlägiger Literatur könnten folgende Gründe für die Abnahme der Aktivität 
beider Enzyme verantwortlich sein: (a) die Generierung peptidischer Strukturen, die als Inhibitor 
fungieren, (b) differente Gehalte an Stabilisatoren, wie Calcium-Ionen, (c) ein thermisch bedingter 
Aktivitätsverlust oder (d) ein Selbstverdau des Enzyms (Khan et al. 2012; Feder et al. 1971; Wu & 
Laskowski 1956). Zur Klärung dessen wurde zunächst die Aktivität von reinem α-Chymotrypsin über 
24 h unter Variation der Temperatur und des pH-Wertes betrachtet (Abbildung 4-4). α-Chymotrypsin 
besitzt sein Aktivitätsoptimum bei neutralem pH und 50 °C. Unter diesen Bedingungen (4) konnte über 
den zeitlichen Verlauf eine deutliche Verringerung der Aktivität des α-Chymotrypsins detektiert 
werden, was einen Selbstverdau andeutet (Wu & Laskowski 1956). Die Verringerung der 
Hydrolysetemperatur um 10 °C (2) verzögerte zwar die Abnahme der Aktivität, doch betrug auch hier 
die Restaktivität nach 24 h lediglich 1 %. Eine deutliche Stabilisierung des Enzyms und damit dessen 
Aktivität zeigte sich bei leicht saurem pH-Wert (1,3) sowie nach Zugabe von Calcium(-chlorid) (5,6), 
was die Erkenntnisse der Literatur bestätigt (Wu & Laskowski 1956). In weiteren Versuchen konnte die 
Abhängigkeit der Enzymaktivität von der Temperatur, dem pH-Wert und dem Gehalt an Calciumchlorid 






Abbildung 4-4: Enzymaktivität des α-Chymotrypsins unter Variation der Temperatur und des pH-Wertes sowie 
mit oder ohne Calciumchlorid-Zugabe; (n = 3). 






 (1) pH 4,2 und 40 °C
 (2) pH 6,9 und 40 °C
 (3) pH 4,2 und 50 °C
 (4) pH 6,9 und 50 °C
 (5) pH 6,9 und 40 °C + 10 mM CaCl2




















Während die Restaktivität des reinen Thermolysins bei pH 7 und 50 °C nach 24 h noch etwa 80 % 
betrug, führte die Steigerung der Temperatur auf 70 °C, dem Aktivitätsoptimum des Thermolysins, 
bereits nach 30 min zu einem deutlichen Verlust der Aktivität auf unter 2 %. Dies wurde auf dessen 
thermische Instabilität zurückgeführt, die wiederum durch die Zugabe von Ca2+ gesteigert werden 
konnte (Feder et al. 1971). Die in Tabelle 4-3 aufgezeigten und zwischen den Pflanzenproteinen und 
Molkenprotein stark differenten Restaktivitäten lagen anhand der oben dargestellten Ergebnisse 
voraussichtlich in unterschiedlichen Calciumgehalten begründet. Zum Nachweis dessen wurden diese 
in den Proteinquellen quantifiziert. Neben den Absolutgehalten sind in Tabelle 4-4 zusätzlich die 
Calciumkonzentrationen in der jeweiligen Hydrolysatlösung angegeben. 
 
 
Tabelle 4-4: Ca2+-Gehalte der verwendeten Proteinquellen und der entsprechenden Proteinlösungen zur Hydrolyse 
(5 %, w/v); (MW ± SD; n = 3). 
 
 Ca2+-Gehalt [mg/g] Ca2+-Gehalt [mmol/l] 
Erbse 0,50 ± 0,01 0,62 ± 0,01 
Soja 0,32 ± 0,01 0,40 ± 0,01 
Weizen 0,22 ± 0,03 0,28 ± 0,04 
Reis 0,15 ± 0,03 0,18 ± 0,04 
Molke 5,70 ± 0,01 7,11 ± 0,01 
 
 
In den Pflanzenproteinen wurde der Calciumgehalt zu durchschnittlich 0,30 ± 0,13 mg/g bestimmt. Mit 
5,7 mg/g lag der des Molkenproteins um den Faktor 20 höher. Der gesteigerte Gehalt sollte demnach 
sowohl mit einer thermischen Stabilisierung des Thermolysins bei 70 °C als auch mit der Aktivierung 
des α-Chymotrypsins während der Hydrolyse von Molkenprotein einhergehen (Tabelle 4-3). Im 
Vergleich zu den Pflanzenproteinen wurde in Verbindung mit Molkenprotein (7 mmol/L Ca2+) die 
enzymatische Aktivität des α-Chymotrypsins um den Faktor 3 gesteigert. Dies korrelierte mit den 
Erkenntnissen mit isoliertem α-Chymotrypsin, welches durch Zugabe von 10 mmol/L Calciumchlorid 
nach 24 h eine etwa um den Faktor 5 erhöhte Aktivität zeigte (Abbildung 4-4). Um den Einfluss von 
Calcium auf die C/T-Hydrolyse und die damit verbundene ACE-inhibitorische Aktivität der 
Pflanzenproteinhydrolysate zu untersuchen, wurde diese unter Zugabe von 10 mmol/L Ca2+ angesetzt 
(Abbildung 4-5). Verglichen mit den undotierten Hydrolysaten konnte infolge der Zugabe von 
Calciumchlorid weder für die dotierten Pflanzenproteinhydrolysate noch für das Molkenprotein-
hydrolysat ein signifikanter Einfluss auf die Hemmstärke erzielt werden. Analog zu den Alcalase-
Hyrolysaten wurde im Rahmen der Versuchsreihe zudem der Einfluss der einmaligen und 
kontinuierlichen pH-Wert-Einstellung als auch die vorherige Denaturierung betrachtet (Abbildung 4-5). 
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Die Erweiterung der einmaligen pH-Wert-Einstellung zu Beginn der Hydrolyse auf eine kontinuierliche 
pH-Wert-Einstellung während des Hydrolysezeitraumes führte tendenziell zu einer verringerten 
Hemmstärke der generierten Hydrolysate insbesondere der Pflanzenproteine. Die vor der Hydrolyse 
durchgeführte Denaturierung ging wiederum mit keinem Einfluss auf das Hemmpotential der 






Abbildung 4-5: Hemmstärke der Proteinhydrolysate (50 mg/L) nach C/T-Hydrolyse nach einmaliger bzw. 
kontinuierlicher pH-Wert-Einstellung sowie Calciumchloridzugabe bzw. vorheriger Denaturierung der Proteine; 
(MW ± SD; n = 3). 
 
 
Aufgrund der erhaltenen Erkenntnisse, dass eine Aktivierung und Stabilisierung des α-Chymotrypsins 
und Thermolysins durch Calciumzugabe nicht zur Optimierung der C/T-Hydrolyse beitrug und dass die 
Restaktivität nach jeweils 24-stündiger Hydrolyse stark reduziert war, erschien es sinnvoll, die Zeit der 
C/T-Hydrolyse deutlich zu verkürzen. Unter Variation der Hydrolysezeit von α-Chymotrypsin als auch 
Thermolysin und anschließender Betrachtung der ACE-inhibitorischen Aktivität am Beispiel von Soja 
und Reis gelang es in weiteren Versuchen die Hydrolysezeit von jeweils 24 h auf 4 h für α-Chymotrypsin 
und 2 h für Thermolysin zu reduzieren. Auch unter Nutzung der verkürzten Hydrolysezeit konnte infolge 
der Zugabe von Calcium zur Hydrolyse wiederum keine Verbesserung sondern tendenziell eine um 5 % 
verringerte ACE-Hemmung detektiert werden. Bei der optimierten C/T-Hydrolyse handelt es sich nicht 
nur um eine zeit- sondern auch kosteneffizientere Methode, die folglich für die enzymatischen 
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4.1.1.4 Methodisches zur Bestimmung der ACE-Aktivität 
Zur Bestimmung der ACE-Aktivität ACE-inhibierender Verbindungen hat sich in der einschlägigen 
Literatur das Hip-His-Leu (HHL)-Testsystem etabliert (Cheung et al. 1980). HHL dient als Angiotensin 
I-Analogon, welches durch ACE (Dipeptidylpeptidase) in die UV-aktive Hippursäure und das Dipeptid 
His-Leu (HL) gespalten wird. Da in der Literatur methodische Parameter, wie Substrat- und 
Enzymkonzentration als auch Temperatur und pH-Wert variieren, ist eine Vergleichbarkeit der 
Ergebnisse kritisch zu hinterfragen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der Einfluss der ACE-
vermittelten Freisetzung von HL auf die Bestimmung der ACE-inhibierenden Aktivität ACE-
inhibierender Verbindungen, wie IW, analysiert. Dafür wurde zunächst die inhibitorische Aktivität von 





Abbildung 4-6: Inhibitorische Aktivität des HLs gegenüber dem k-ACE; Variation der Inkubationszeit 2 h 
(schwarz), 0,5 h (grau); (n = 3). 
 
 
Unabhängig von der Inkubationszeit führte die steigende HL-Konzentration im Assay zur Hemmung 
des ACEs, was eine inhibitorische Aktivität desselbigen widerspiegelt. Durch die Nutzung 
domänenselektiver Substrate ließ sich für HL eine schwache N-Domänenselektivität nachweisen 
(300 µmol/L HL – Hemmung der C-Domäne um 14,6 ± 1,9 % und der N-Domäne um 19,5 ± 1,8 %). 
Bei gleichbleibender HL-Konzentration aber verkürzter Inkubationszeit wurde eine verringerte 
Hemmstärke um Faktor 3 festgestellt. Als Ursache für das Ausmaß der Hemmstärke in Abhängigkeit 
von der Inkubationszeit, wurde die ACE vermittelte Freisetzung von HL aus HHL diskutiert. Bei dem 
HHL-Test handelt es sich um eine Relativmessung, bei der sich die Hemmstärke der untersuchten 
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inhibitorischen Verbindung über das Verhältnis aus freigesetzter Hippursäure der Probe (mit Inhibitor) 
und Kontrolle (ohne Inhibitor) berechnet. Je länger die gewählte Inkubationszeit im Assay, desto mehr 
inhibitorisch wirkendes HL wird aus HHL freigesetzt. Bei einer zweistündigen Inkubation von 
5 mmol/L HHL mit k-ACE entstehen durchschnittlich 300 µmol/L HL. Aus Abbildung 4-6 wird 
ersichtlich, dass diese Konzentration bereits zu einer Hemmung des ACEs um etwa 20 % führt. 
Verglichen zur Kontrolle verringert sich in der Probe aufgrund der inhibitorisch wirkenden Verbindung 
die Freisetzung von HL aus HHL und damit dessen Beitrag zur Hemmstärke gegenüber dem ACE. Die 
detektierte Hemmstärke von zudotiertem HL steigt daher mit steigender Inkubationszeit an. Der Einfluss 
der Hemmstärke von der gewählten Inkubationszeit wird im Folgenden anhand des potenten Inhibitors 
IW betrachtet. Die Inkubation von 5 µmol/L IW für 1, 2, 4 bzw. 6 h führte zu einer Inhibierung des k-
ACEs von 77, 74, 69 bzw. 66 %. Innerhalb des gewählten Inkubationszeitraumes verringerte sich somit 
die detektierte Hemmstärke um 14 %. Unter Berücksichtigung der oben dargestellten zunehmenden 
Rückhemmung von freigesetztem HL mit steigender Inkubationszeit insbesondere in der Kontrolle, war 
eine über die Zeit verringerte inhibitorische Aktivität des IWs zu erwarten. Grund liegt in der 
zeitabhängigen HL vermittelten Hemmung des ACEs in der Kontrolle, die als Bezug zur Auswertung 
der prozentualen Hemmstärke herangezogen wird. Die Hemmstärke eines Inhibitors, hier IW, wird 
somit mit steigender Inkubationszeit im Assay unterschätzt. Die für IW dargestellte Abhängigkeit ließ 
sich in weiteren Versuchen auf die Hemmstärke von Proteinhydrolysaten übertragen. Für Molken-, 
Reis- und Sojaproteinhydrolysat (50 mg/L) wurde über selbigen Inkubationszeitbereich eine 
Verringerung der Hemmstärke um 9 bis 31 % detektiert. Neben dem Einfluss der HL vermittelten 
Hemmung des ACEs, könnten die zeitabhängigen Unterschiede in der ACE-Hemmung bei den 
Proteinhydrolysaten in dem differenten Peptidspektrum begründet liegen. Iroyukifujita et al. (2000) 
klassifizierten 3 Gruppen ACE-inhibitorischer Peptide: (1) Inhibitortyp – Peptide fungieren als echte 
Inhibitoren des ACEs, (2) Substrattyp – Peptide dienen dem ACE als Substrat, Produkte weisen eine 
geringere ACE-inhibierende Aktivität auf, (3) Prodrugtyp – Peptide, aus denen nach ACE vermittelter 
Spaltung echte Inhibitoren freigesetzt werden. Liegen in den Hydrolysaten mengenmäßig mehr 
Substrat- als Prodrug-Typen vor, könnte dies additiv die Hemmstärke der Hydrolysate über die Zeit 
verringert haben.  
 
Zur Minimierung des Einflusses von aus HHL freigesetztem inhibitorisch wirkenden HL als auch zur 
Widerspiegelung der Hemmung des ursprünglichen, nicht durch ACE im Peptidspektrum veränderten, 
Hydrolysates wurde das im Rahmen dieser Arbeit genutzte HHL-Testsystem bei einer möglichst 
geringen Inkubationszeit von 45 min durchgeführt (HL-Konzentration etwa 100 µmol/L). Zwar würde 
eine weitere Verringerung der Inkubationszeit mit einer noch stärker verminderten Freisetzung an HL 
einhergehen, jedoch müssten dann zur Detektion der Hippursäure aufgrund geringer Konzentrationen 
sensitivere Messtechniken, wie die Massenspektrometrie, herangezogen werden. 
 




4.1.2 Charakterisierung der Pflanzenproteine und -hydrolysate 
Für mit C/T-hydrolysierte Pflanzenproteine konnte analog zum Molkenproteinhydrolysat eine sehr gute 
ACE-inhibitorische Aktivität nachgewiesen werden. Anhand der Dosis-Wirkungskurve für IW wird 
deutlich, dass dieses tryptophanhaltige Dipeptid einen maßgeblichen Beitrag zur Hemmstärke des C/T-
Molkenproteinhydrolysates leistet (Lunow et al. 2013). Zwar wurden in Pflanzenproteinhydrolysaten 
bereits potente ACE-inhibitorische Peptide identifiziert (Aluko 2015; Pihlanto & Mäkinen 2013), doch 
ist bis dato nicht viel über deren Anteil an der Gesamthemmung des Hydrolysates bekannt. Es wurde 
die Hypothese verfolgt, dass primär Dipeptide mit aromatischen Aminosäuren für die ACE-inhibierende 
Wirkung der Pflanzenproteinhydrolysate verantwortlich sind. Ausgehend davon wurden die 
verfügbaren Pflanzenproteine und die daraus hergestellten Hydrolysate auf ihre Tryptophan- und 
Tyrosingehalte sowie auf die Freisetzung von tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptiden untersucht. 
 
4.1.2.1 Bestimmung von Tryptophan und Tyrosin 
Tryptophan und Tyrosin wurden in den Pflanzenproteinen mittels basischer Hydrolyse bestimmt (vgl. 
Kap. 3.2.1.2). Die Gehalte sind in Tabelle 4-5 angegeben und auf den Proteinanteil, bestimmt mittels 
Kjeldahl-Methode (vgl. Kap. 3.2.1.1), bezogen. Der Tryptophangehalt der Pflanzenproteine lag 
zwischen 0,78 und 1,45 g pro 100 g Protein und demnach deutlich unter dem des Molkenproteins mit 
2,6 g pro 100 g Protein. Reis und Soja wiesen mit 1,45 ± 0,12 g und 1,44 ± 0,11 g pro 100 g Protein die 
höchsten Gehalte an Tryptophan auf, gefolgt von Erbse und Weizen mit 0,78 ± 0,09 g und 1,02 ± 0,02 g 
pro 100 g Protein. Im Gegensatz zum Molkenprotein mit 3,3 g pro 100 g Protein konnten in den 
Pflanzenproteinen hohe Gehalte an Tyrosin nachgewiesen werden (4,00 bis 7,05 g pro 100 g Protein). 
Reis wies mit Abstand den höchsten Gehalt an Tyrosin auf (7,05 ± 0,18 g pro 100 g Protein), gefolgt 
von Soja, Erbse und Weizen mit 4,97 ± 0,03 g, 4,00 ± 0,42 g und 4,01 ± 0,16 g pro 100 g Protein.  
 
 
Tabelle 4-5: Gehalte von Tryptophan und Tyrosin in den untersuchten Proteinen nach basischer Hydrolyse; 









Reis 1,45 ± 0,12 7,05 ± 0,18 71,0 ± 0,3 
Soja 1,44 ± 0,11 4,97 ± 0,03 76,0 ± 0,2 
Erbse 0,78 ± 0,09 4,00 ± 0,42 74,5 ± 0,6 
Weizen 1,02 ± 0,02 4,01 ± 0,16 72,3 ± 0,3 
Molkea 2,6 3,3 85 
a Datenblatt zur Spezifikation von Lacprodan alpha-10 (Arla Food Ingredients)  
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Des Weiteren wurde der Tryptophan- und Tyrosingehalt in Molken- und, stellvertretend für die 
Pflanzenproteine, in Reisproteinhydrolysaten (C/T, Alcalase oder Thermolysin) analysiert. Grund dafür 
lag in stark differenten Löslichkeiten und damit unterschiedlichen Ausbeuten der untersuchten Proteine. 
Die Ausbeute wurde aus dem prozentualen Anteil des Hydrolysates (entspricht dem abzentrifugierten 
und lypholysierten Überstand der Hydrolyse) bezogen auf die Einwaage des Proteins berechnet. Die 
Löslichkeit von Proteinen ist von der Aminosäurezusammensetzung und -sequenz sowie äußeren 
Faktoren, wie Lösungsmittel, Temperatur, pH, Ionenstärke oder Prozessierungsgrad abhängig (Zayas 
1997). Hitze- und Säureeinwirkung bei der Herstellung von Proteinkonzentraten/-isolaten kann mit der 
Verringerung von deren Löslichkeit, infolge der Bildung von Disulfid-Bindungen und irreversibler 
Denaturierung, einhergehen (Zayas 1997). Molkenprotein, überwiegend zusammengesetzt aus 
α-Lactalbumin und β-Lactoglobulin, war unter den angewendeten Hydrolysebedingungen (pH 7,0 und 
50 °C) gut löslich (88 ± 3 %). Unabhängig von der Art des Hydrolyseenzyms konnte die Ausbeute auf 
93 ± 2 % gesteigert werden. Im Gegensatz dazu waren die untersuchten Pflanzenproteine in wässriger 
Lösung sehr schlecht löslich. Für Reisprotein wurde die Löslichkeit zu 12 ± 3 % bestimmt. Es besteht 
überwiegend aus Glutelin (etwa 80 %, Oryzenin), welches hoch molekular ist und dessen Untereinheiten 
über Disulfidbrücken verbunden sind (Shih & Daigle 2000). Die Hydrolyse des Reisproteins, wiederum 
unabhängig vom Hydrolyseenzym, führte zu einer deutlichen Steigerung der Löslichkeit auf 68 ± 3 %. 
Die restlichen Pflanzenproteine verhielten sich analog zum Reisprotein. Nach der hydrolytischen 
Spaltung der Proteine von Soja, Weizen und Erbse wurden die Ausbeuten dieser in angegebener 
Reihenfolge zu 80 ± 4 %, 79 ± 4 % und 69 ± 5 % bestimmt. Sojaprotein besteht zu etwa 90 % aus den 
Globulinen Glycinin und Conglycinin, Weizenprotein zu etwa 80 % aus dem Prolamin Gliadin und dem 
Glutelin Glutenin und Erbsenprotein zu etwa 70 % aus den Globulinen Legumin, Vicilin und Convicilin 
(Zayas 1997; Belitz et al. 2008). Die Hydrolyse von Pflanzenproteinen ist damit eine notwendige 
Voraussetzung für eine hohe Proteinlöslichkeit. In Tabelle 4-6 sind die ermittelten Tryptophan- und 
Tyrosingehalte der Proteinhydrolysate aufgeführt. Im Vergleich zum nativen Molkenprotein 
(Tryptophan: 2,2 %; Tyrosin: 2,8 %) lagen die Gehalte der entsprechenden Aminosäuren in den 
Molkenproteinhydrolysaten in einem vergleichbaren Bereich. 
 
 
Tabelle 4-6: Gehalte von Tryptophan und Tyrosin in g pro 100 g Hydrolysat für Reis- (RH) und Molkenprotein-












Alcalase 1,17 ± 0,05 4,31 ± 0,38 Alcalase 2,28 ± 0,01 2,82 ± 0,13 
Thermolysin 1,08 ± 0,01 5,07 ± 0,12 Thermolysin 2,42 ± 0,35 2,67 ± 0,44 
C/T 1,31 ± 0,18 4,87 ± 0,81 C/T 2,50 ± 0,27 2,82 ± 0,34 




Für Reisprotein und -hydrolysat wurden ebenfalls vergleichbare Gehalte an Tryptophan und Tyrosin 
ermittelt. Die Tryptophangehalte der Hydrolysate, vor allem der des C/T-Hydrolysates (1,31 %), lagen 
leicht über dem des nativen Proteins (1,03 %). Der Tyrosingehalt vom Thermolysin- und C/T-
Hydrolysat (5,07 % und 4,87 %) war zu dem des Reisproteins (5,01 %) vergleichbar, der des Alcalase-
Hydrolysates hingegen leicht erniedrigt (4,31 %). Anhand der quantifizierten Gehalte der aromatischen 
Aminosäuren wurde erwartet, dass Pflanzenproteinhydrolysate im Gegensatz zum Molkenprotein-
hydrolysat geringere Konzentrationen an tryptophan- aber deutlich erhöhte Gehalte an tyrosinhaltigen 
Dipeptiden aufweisen. Basierend auf Struktur-Aktivitäts-Studien handelt es sich bei dieser Peptidklasse 
um ebenso potente ACE-Inhibitoren (Kuba et al. 2009; Suetsuna et al. 2004; Wu et al. 2006), die 
simultan zu den Tryptophananaloga einen maßgeblichen Anteil an der ACE-inhibitorischen Aktivität 
der Pflanzenproteinhydrolysate leisten könnten. 
 
4.1.2.2 Butanolextraktion der Proteinhydrolysate 
Die untersuchten C/T-Pflanzenproteinhydrolysate wiesen sehr heterogene Peptidspektra auf, weshalb 
keine reproduzierbare Quantifizierung ausgewählter Dipeptide möglich war. Ausgehend davon wurde 
ein Prozessschritt zur Anreicherung kurzkettiger Peptide eingeführt. Die oben durchgeführte 
Fraktionierung mittels Ultrafiltration bot zwar die Möglichkeit, das inhibitorische Potential der 
Hydrolysate in der niedermolekularen Fraktion nachzuweisen, jedoch erwies sich diese Methode in 
weiteren Versuchen bezüglich Zeitfaktor, Generierung größerer Mengen und mikrobieller Anfälligkeit 
als problematisch. Eine weitere Möglichkeit insbesondere mit der Intention der Analyse tryptophan- und 
tyrosinhaltiger Dipeptide stellte die Butanolextraktion dar (vgl Kap. 3.2.1.5), ein kostengünstiges und 
schnelles Extraktionsverfahren zur selektiven Anreicherung hydrophober Peptide (Sato et al. 2002). Der 
Einfluss der Butanolextraktion auf die Molekülgrößenverteilung der entsprechenden Hydrolysate wurde 
mit Gelpermeationschromatographie und UV-/Fluoreszenzdetektion charakterisiert (vgl. Kap. 3.2.1.6). 
Für alle C/T-Hydrolysate der Pflanzenproteine als auch des Molkenproteins konnte infolge der 
Butanolextraktion eine deutliche Anreicherung kurzkettiger Peptide erzielt werden. In Tabelle 4-7 ist 
der jeweilige Anteil der niedermolekularen sowie aromatischen niedermolekularen Peptidfraktion 
kleiner 1000 Da angegeben. Die Ausbeute kurzkettiger Peptide in den mit Butanol behandelten 
Pflanzenproteinhydrolysaten wurde auf 64 bis 86 % (220 nm) und die kurzkettiger aromatischer Peptide 
auf 80 bis 96 % (280 nm) erhöht. Die Anreicherung kurzkettiger bzw. kurzkettiger und aromatischer 
Peptide betrug demnach für die Pflanzenproteinhydrolysate durchschnittlich 32 bzw. 20 % (Reis 18 bzw. 
13 %, Soja 34 bzw. 20 %, Erbse 25 bzw. 15 %, Weizen 49 bzw. 32 %). Für das Molkenproteinhydrolysat 
wurde sie zu 30 bzw. 13 % berechnet. Aufgrund ihrer Hydrophobizität wurden kleine Peptide mit den 
aromatischen Aminosäuren Tryptophan und/oder Tyrosin fast ausschließlich im Butanolextrakt 
angereichert (Abbildung 4-7). 
 




Tabelle 4-7: Molekülgrößenverteilung kurzkettiger Peptide (kleiner 1000 Da) in %, erhalten nach zweistufiger 
Hydrolyse vor und nach Butanolextraktion, gemessen mittels GPC und UV- (220 und 280 nm) und 
Fluoreszenzdetektion (tryptophan- (λex./em. = 280/355 nm) und tyrosinhaltige (λex./em. = 277/303 nm) Peptide). 
 
 Proteinhydrolysat Butanolextrakt 
 220 nm 280 nm W Y 220 nm 280 nm W Y 
Reis 78 85 94 87 92 96 96 92 
Soja 64 80 85 84 86 96 96 88 
Erbse 68 79 80 78 85 91 93 84 
Weizen 49 65 80 80 73 86 93 89 






Abbildung 4-7: Molmassenverteilung am Beispiel von Sojaproteinhydrolysat (schwarz), dessen Butanolextrakt 
(rot) und -rückstand (grau); Peptidverteilung allgemein (220 nm), aromatische Peptide (280 nm) und tryptophan- 
(λex./em. = 280/355 nm) und tyrosinhaltige Peptide (λex./em. = 277/303 nm); in Abh. der Molmassenkalibrierung 
handelt es sich rechts der gestrichelten Linie um Peptide kleiner 1000 Da. 















































































































Die in Tabelle 4-7 angegebene Molekülgrößenverteilung für tryptophan- und tyrosinhaltige Peptide 
spiegelt eine erfolgreiche Anreicherung durch die angewendete Butanolextraktion wider, dient jedoch 
aufgrund sequenzabhängiger Emissionsmaxima nur zur Abschätzung. Repräsentativ für die analysierten 
Hydrolysate illustriert Abbildung 4-7 die Änderung der Molekulargewichtsverteilung von Peptiden des 
Sojaproteinhydrolysates nach der Behandlung mit Butanol und verdeutlicht ferner die Abreicherung 
kurzkettiger und aromatischer Peptide im Butanolrückstand. Abbildung 4-8 stellt die Verteilung und das 
Ausmaß kurzkettiger tryptophan- und tyrosinhaltiger Peptide aller untersuchten Butanolextrakte der 






Abbildung 4-8: Molmassenverteilung von tryptophan- (λex./em. = 280/355 nm) und tyrosinhaltigen Dipeptiden 
(λex./em. = 277/303 nm) der Butanolextrakte der Pflanzenproteinhydrolysate (Reis: schwarz, Soja: rot, Erbse: blau, 
Weizen: dunkelblau, Molke: grau). 
 
 
Anhand der Fluoreszenzspuren ist erkennbar, dass innerhalb der Pflanzenproteinhydrolysate der 
Butanolextrakt vom Reisproteinhydrolysat die höchste Ausbeute kurzkettiger tryptophan- und 
tyrosinhaltiger Peptide aufweist. Dies korreliert mit den in dem unbehandelten Protein bestimmten 
Gehalten beider aromatischen Aminosäuren (Tabelle 4-5). Während die Ausbeute an tyrosinhaltigen 
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Peptiden im Butanolextrakt des Molkenproteinhydrolysates unter dem des Reisanalogons und 
vergleichbar mit dem der anderen Pflanzenproteine liegt, ist die der tryptophanhaltigen Peptide deutlich 
stärker ausgeprägt, was anhand der Bestimmung des Tryptophangehaltes im Molkenproteinhydrolysat 
erwartet wurde. Unter Betrachtung der Fluoreszenzspektra für Tryptophan der Pflanzenproteinextrakte 
sind speziell im Bereich von 43 bis 48 min große Peaks zu erkennen (Abbildung 4-8). Durch die 
Vermessung des im Molkenproteinhydrolysat mengenmäßig bedeutsamsten Dipeptides IW (Tabelle 
4-8) sowie von WL (Elutionszeit bei 44,2 und 47,3 min, Abbildung 4-9) wurde angenommen, dass zu 





Abbildung 4-9: Vergleich der Retentionszeiten der tryptophanhaltigen Dipeptide IW (orange, kompakt) sowie WL 
(orange, gestrichelt) und dem Butanolextrakt des Molkenproteins über die normierte Darstellung der jeweiligen 
GPC-Chromatogramme (λex./em. = 280/355 nm).  
 
 
Für den Butanolextrakt des Sojaproteinhydrolysates konnte ein vergleichbar gutes Spektrum an 
tryptophanhaltigen Peptiden nachgewiesen werden, was mit dem ermittelten Tryptophangehalt im 
Protein korrelierte (Tabelle 4-5). Die Butanolextrakte von Weizen- und Erbsenproteinhydrolysat 
enthielten hingegen vermehrt längerkettige tryptophanhaltige Peptide oder Proteine. Die Erkenntnisse 
konnten auf die Verteilung tyrosinhaltiger Peptide in den Butanolextrakten übertragen werden. Das im 
Molkenproteinhydrolysat vorliegende Dipeptid VY eluierte bei 36,2 min, sodass angenommen wurde, 
dass der große Peak im gleichen Zeitfenster aller Butanolextrakte tyrosinhaltige Dipeptide widerspiegelt 
(Abbildung 4-8). Über einen Standardvergleich wurde die Retentionszeit von Tryptophan und Tyrosin 
zu 54,9 und 40,5 min bestimmt. Mit Ausnahme vom Butanolextrakt des Molkenprotein- und in 
geringerem Ausmaße des Weizenproteinhydrolysates, lagen die Gehalte der aromatischen Aminosäuren 
der Butanolextrakte in einem vergleichbaren Bereich.  
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Die Butanolextraktion ging nicht nur mit einer Steigerung des kurzkettigen und aromatischen 
Peptidanteils sondern auch mit einer Zunahme der ACE-inhibierenden Aktivität der behandelten C/T-
Hydrolysate einher. Die IC50-Werte der Butanolextrakte wurden für die Pflanzenproteine zu 12 bis 
21 mg/L (Reis 12 ± 1 mg/L; Soja 18 ± 3 mg/L; Erbse 21 ± 2 mg/L; Weizen 21 ± 1 mg/L) und für 
Molkenprotein zu 11 ± 2 mg/L bestimmt (Abbildung 4-10). Parallel dazu wurde für die Rückstände der 
Butanolextraktion eine deutliche Verringerung der ACE-inhibitorischen Hemmstärke nachgewiesen. 
Die entsprechenden IC50-Werte wurden für Reis, Soja, Erbse und Weizen sowie für Molke in 
angegebener Reihenfolge zu 48,1 mg/L, 79,1 mg/L, 77,8 mg/L und 71,2 mg/L sowie 37,3 mg/L 
bestimmt. Die Butanolextraktion führte insbesondere für Reis zu einem zu Molke vergleichbar gutem 
ACE-inhibitorischen Potential. Die Zunahme des ACE-inhibierenden Potentials korrelierte mit der 
Anreicherung von kleinen und hydrophoben Peptiden (Abbildung 4-8), was darauf schließen ließ, dass 
insbesondere diese Peptide für die ACE-hemmende Wirkung der Hydrolysate verantwortlich waren. Im 
Vergleich zu den Ultrafiltraten konnte die Hemmwirkung durch Anwendung der Butanolextraktion 
weiter gesteigert werden, was die These, dass insbesondere kurzkettige hydrophobe Peptide 
verantwortlich für die Hemmung der Hydrolysate sind, bestätigt. Chen et al. (2013) und Hippauf et al. 
(2015) erzielten ebenfalls aufgrund der Anreicherung hydrophober Peptide mit Ethanol oder einer 
speziell entwickelten Aktivkohle, eine verbesserte ACE-inhibitorische Aktivität des fraktionierten 





Abbildung 4-10: IC50-Werte der Pflanzenproteinhydrolysate verglichen mit denen des Molkenproteinhydrolysates 
nach enzymatischer Hydrolyse mit Chymotrypsin/Thermolysin (grau) und dessen Butanolextrakt (rot) im 
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4.1.2.3 Identifizierung und Quantifizierung tryptophan- und tyrosinhaltiger Dipeptide 
Nach der Anreicherung von kurzkettigen und hydrophoben Peptiden durch die Butanolextraktion lag 
der Fokus auf der Identifizierung und Quantifizierung von tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptiden, 
da Struktur-Wirkungsbeziehungen ergaben, dass innerhalb dieser Peptidklassen besonders potente 
Inhibitoren des ACEs vorliegen (Wu et al. 2006; Kumar et al. 2015). Erste Erkenntnisse über das 
Vorhandensein ausgewählter Dipeptide wurde über eine in silico Hydrolyse der untersuchten 
Pflanzenproteine, insbesondere zugehöriger Speicherproteine, unter Verwendung der Proteasen 
Chymotrypsin und Thermolysin durchgeführt (Gasteiger et al. 2005; Marambe & Wanasundara 2012). 
Die Identifizierung beziehungsweise Quantifizierung entsprechender Dipeptide erfolgte mithilfe 
synthetischer Standards mittels RP-HPLC gekoppelt mit einer ESI-TOF-MS (vgl. Kap. 3.2.2.1) 
beziehungsweise RP-HPLC mit UV/Fluoreszenzdetektion (vgl. Kap. 3.2.2.2). Repräsentativ für alle 
Pflanzenproteine sind in Abbildung 4-11 und Abbildung 4-12 die identifizierten tryptophan- und 
tyrosinhaltigen Dipeptide im Butanolextrakt von Soja- und Reisproteinhydrolysat dargestellt. Nahezu 
alle tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptide konnten in den entsprechenden Butanolextrakten 






Abbildung 4-11: Identifizierung tryptophanhaltiger Dipeptide im Butanolextrakt von Sojaproteinhydrolysat 
























































Abbildung 4-12: Identifizierung tyrosinhaltiger Dipeptide im Butanolextrakt von Reisproteinhydrolysat (schwarz) 
verglichen mit Standards (grau), detektiert mittels RP-HPLC-UV/Fluoreszenz (λex./em. = 277/303 nm). 
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Tabelle 4-8: Quantifizierung tryptophanhaltiger Dipeptide in mg pro g Butanolextrakt ausgewählter Proteinhydrolysate (MW ± SD; n = 3). 
 
   Soja Reis Weizen Erbse Molke 
Alanyltryptophan Ala-Trp AW 0.94 ± 0.13 1.72 ± 0.45 0.90 ± 0.08 0.73 ± 0.10 n.d. 
Arginyltryptophan Arg-Trp RW n.d. 0.22 ± 0.07 0.35 ± 0.19 0.58 ± 0.20 n.d. 
Asparagyltryptophan Asn-Trp NW n.d. 0.56 ± 0.49 n.d. n.d. n.d. 
Glutamyltryptophan Glu-Trp EW 1.05 ± 0.09 0.54 ± 0.37 0.20 ± 0.06 0.29 ± 0.10 n.d. 
Glutamyltryptophan Gln-Trp QW 0.45 ± 0.05 0.46 ± 0.23 n.d. n.d. 1.3 ± 0.3 
Isoleucyltryptophan Ile-Trp IW 0.74 ± 0.03 0.38 ± 0.09 0.52 ± 0.15 0.46 ± 0.05 10.7 ± 1.8 
Leucyltryptophan Leu-Trp LW 5.26 ± 0.04 1.51 ± 0.14 3.24 ± 0.74 0.87 ± 0.09 n.d. 
Lysyltryptophan Lys-Trp KW n.d. 0.41 ± 0.16 0.13 ± 0.02 0.09 ± 0.02 1.5 ± 0.5 
Methionyltryptophan Met-Trp MW n.d. 0.61 ± 0.07 0.46 ± 0.10 n.d. n.d. 
Phenylalanyltryptophan Phe-Trp FW 0.52 ± 0.12 0.65 ± 0.14 n.d. 1.60 ± 0.34 n.d. 
Seryltryptophan Ser-Trp SW 1.46 ± 0.28 0.48 ± 0.41 0.16 ± 0.04 0.42 ± 0.07 n.d. 
Threonyltryptophan Thr-Trp TW n.d. 1.01 ± 0.37 n.d. n.d. 2.7 ± 0.4 
Tryptophylasparagin Trp-Asn WN 4.12 ± 0.69 22.95 ± 2.43 n.d. 1.54 ± 0.25 n.d. 
Tryptophylglutamin Trp-Gln WQ 0.34 ± 0.13 0.28 ± 0.13 n.d. 0.14 ± 0.09 n.d. 
Tryptophylisoleucin Trp-Ile WI 0.53 ± 0.09 0.65 ± 0.29 0.59 ± 0.23 0.04 ± 0.03 n.d. 
Tryptophylleucin Trp-Leu WL 0.48 ± 0.06 0.77 ± 0.23 0.30 ± 0.12 0.33 ± 0.09 1.2 ± 0.3 
Tryptophyllysin Trp-Lys WK 0.34 ± 0.09 0.17 ± 0.08 n.d. 0.16 ± 0.03 n.d. 
Tryptophylphenylalanin Trp-Phe WF 1.58 ± 0.08 n.d. n.d. 0.41 ± 0.03 n.d. 
Valyltryptophan Val-Trp VW 0.36 ± 0.07 1.34 ± 0.07 0.42 ± 0.04 0.43 ± 0.08 n.d. 
Abkürzung: n.d., nicht detektiert.








Tabelle 4-9: Quantifizierung tyrosinhaltiger Dipeptide in mg pro g Butanolextrakt ausgewählter Proteinhydrolysate (MW ± SD; n = 3). 
 
   Soja Reis Weizen Erbse Molke 
Alanyltyrosin Ala-Tyr AY 1.83 ± 1.20 9.57 ± 0.95 1.20 ± 0.79 2.83 ± 0.58 n.d. 
Glutamyltyrosin Glu-Tyr EY 7.71 ± 0.24 5.77 ± 0.62 n.d. 4.39 ± 1.61 9.73 ± 0.29 
Glycyltyrosin Gly-Tyr GY n.d. n.d. n.d. n.d. 2.11 ± 1.14 
Isoleucyltyrosin Ile-Tyr IY 6.52 ± 1.02 5.44 ± 1.59 8.95 ± 0.48 2.59 ± 0.18 n.d. 
Leucyltyrosin Leu-Tyr LY 7.90 ± 2.62 10.62 ± 0.32 7.68 ± 2.40 10.27 ± 1.39 n.d. 
Lysyltyrosin Lys-Tyr KY 1.29 ± 0.31 3.74 ± 0.89 0.91 ± 0.60 0.71 ± 0.28 n.d. 
Methionyltyrosin Met-Tyr MY 1.94 ± 0.76 1.16 ± 0.77 n.d. n.d. n.d. 
Phenylalanyltyrosin Phe-Tyr FY 1.91 ± 0.11 2.43 ± 0.42 7.30 ± 0.51 2.07 ± 0.70 n.d. 
Tyrosylisoleucin Tyr-Ile YI n.d. 4.60     ±     1.23 1.32 ± 0.31 2.54 ± 1.03 n.d. 
Tyrosylmethionin Tyr-Met YM 0.72 ± 0.20 1.04 ± 0.35 0.65 ± 0.04 n.d. n.d. 
Tyrosylvalin Tyr-Val YV 0.83 ± 0.17 1.23 ± 0.27 4.91 ± 1.44 0.82 ± 0.17 1.08 ± 0.39 
Valyltyrosin Val-Tyr VY 1.47 ± 0.23 9.26 ± 0.97 1.68 ± 0.36 3.10 ± 0.18 4.03 ± 0.69 
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Tryptophanhaltige Dipeptide wurden zu durchschnittlich 0,1 bis 2,0 mg pro g Butanolextrakt bestimmt. 
Ausgenommen davon konnten im Butanolextrakt von Soja- und Weizenproteinhydrolysat hohe Anteile 
an LW (5,3 bzw. 3,2 mg pro g Butanolextrakt) und in dem von Reisproteinhydrolysat an WN (23,0 mg 
pro g Butanolextrakt) detektiert werden. Mit einem IC50-Wert von 100 µmol/L handelt es sich bei WN 
um einen weniger potenten ACE-Inhibitor (Kumar et al. 2015). Hingegen werden andere physiologische 
Effekte, wie eine DPP-IV-inhibitorische Aktivität, diskutiert (Nongonierma & FitzGerald 2013). 
Während Dipeptide mit C-terminalem Tryptophanrest als potente Inhibitoren des ACEs gelten, geben 
Studien für Dipeptide mit N-terminalem Tryptophanrest, wie WV und WL, vasorelaxierende 
Eigenschaften über die Blockade von Ca2+-Kanälen an (Tanaka et al. 2008), sodass auch diese 
Peptidklasse zu einer physiologischen Wirkung in vivo beitragen könnte. Um das Potential ausgewählter 
identifizierter Dipeptide abzuschätzen, wurde deren Hemmstärke gegenüber humanem Plasma-ACE 
(Abbildung 4-13) unter Nutzung des Substrates Abz-FRK(Dnp)P-OH (vgl. Kap. 3.2.3.2, Tabelle 3-24) 
bestimmt. Ausgehend davon waren insbesondere die in Tabelle 4-10 angegeben Dipeptide, von denen 
anschließend IC50-Werte bestimmt wurden (vgl. Kap. 3.2.3.1, Tabelle 3-16), von gesteigertem Interesse. 
Die Dipeptide VW, IW und LW wurden in allen Butanolextrakten der Pflanzenproteinhydrolysate 
nachgewiesen. Der Butanolextrakt von Sojaproteinhydrolysat enthielt den höchsten Gehalt an IW und 
von Reisprotein an VW. Der des Erbsenproteins war reich an FW. KW wurde nur in geringen 
Konzentrationen nachgewiesen.  
 
 
Tabelle 4-10: IC50-Werte (HHL-Testsystem mit k-ACE) und Gehalte ausgewählter Dipeptide im Butanolextrakt 















IW 1.1 ± 0.7 0.74 ± 0.03 0.38 ± 0.09 0.52 ± 0.15 0.46 ± 0.05 10.7 ± 1.82 
LW 10  ± 1.6      5.26 ± 0.04 1.51 ± 0.14 3.24 ± 0.74 0.87 ± 0.09 n.d. 
KW 4.3 ± 1.5 n.d. 0.41 ± 0.16 0.13 ± 0.02 0.09 ± 0.02 1.48 ± 0.47 
FW 9.5 ± 1.2 0.52 ± 0.12 0.65 ± 0.14 n.d. 1.60 ± 0.34 n.d. 
VW 3.5 ± 1.5 0.36 ± 0.07 1.34 ± 0.07 0.42  ± 0.04 0.43 ± 0.08 n.d. 
IY 5.2 ± 1.4 6.52 ± 1.02 5.44 ± 1.59 8.95 ± 0.48 2.59 ± 0.18 n.d. 
LY 93  ± 3.2      7.90 ± 2.62 10.62 ± 0.32 7.68 ± 2.40 10.27 ± 1.39 n.d. 
KY > 100 1.29 ± 0.31 3.74 ± 0.89 0.91 ± 0.60 0.71 ± 0.28 n.d. 
FY 58  ± 1.8 1.91 ± 0.11 2.43 ± 0.42 7.30 ± 0.51 2.07 ± 0.70 n.d. 
VY 9.4 ± 1.3 1.47 ± 0.23 9.26 ± 0.97 1.68 ± 0.36 3.10 ± 0.18 4.03 ± 0.69 








Abbildung 4-13: ACE-inhibitorische Hemmstärke ausgewählter Dipeptide in einer Konzentration von 10 µmol/L 
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Der Butanolextrakt vom Molkenproteinhydrolysat wies verglichen zu den pflanzlichen Analoga ein 
weniger komplexes Peptidspektrum auf. In Verbindung mit den oben aufgeführten potenten Dipeptiden 
konnten die tryptophanhaltigen Dipeptide IW und KW identifiziert werden, wobei insbesondere IW 
mengenmäßig bedeutsam war (10,7 mg pro g Butanol-Extrakt). Aufgrund des hohen Gehaltes an 
Tyrosin in den pflanzlichen Proteinen (Tabelle 4-5) und das gute ACE-inhibitorische Potential 
korrespondierender Peptide (Abbildung 4-13), wurden parallel tyrosinhaltige Dipeptide identifiziert und 
quantifiziert. Die ermittelten Konzentrationen lagen zwischen 0,7 bis 10,7 mg pro g Butanolextrakt und 
damit deutlich über denen der tryptophanhaltigen Dipeptide mit bis zu 2 mg pro g Butanolextrakt. 
Aufgrund ihrer hohen Gehalte in den Butanolextrakten als auch guten ACE-inhibitorischen Hemmstärke 
wurde insbesondere für IY und VY (IC50 Werte: 5 und 9 µmol/L) ein maßgeblicher Einfluss auf die 
ACE-inhibitorische Wirkung des Butanolextraktes vermutet. Im Vergleich zu den pflanzlichen 
Hydrolysaten enthielt der Butanolextrakt des Molkenproteinhydrolysates geringere oder vergleichbare 
Gehalte an tyrosinhaltigen Dipeptiden, wobei VY (4,0 mg pro g Butanol-Extrakt) dominierte. 
 
4.1.3 Erklärungsansatz zur ACE-inhibitorischen Aktivität  
Die Identifizierung und Quantifizierung potenter ACE-inhibitorischer tryptophan- und tyrosinhaltiger 
Dipeptide im jeweiligen Butanolextrakt (Tabelle 4-8 und Tabelle 4-9) und der ermittelte IC50-Wert 
desselben (vgl. Kap. 4.1.2.2, Abbildung 4-10) dienten als Grundlage zur Rückführung der ACE-
inhibitorischen Aktivität der untersuchten Hydrolysate auf individuelle Peptide. Es wurde die Hypothese 
verfolgt, dass die oben dargestellten Dipeptide hauptsächlich für die ACE-hemmende Wirkung der 
Butanolextrakte und demnach Hydrolysate verantwortlich sind. Um die ACE-Hemmung der Extrakte 
auf die aromatischen Dipeptide zurückführen zu können, wurden Standard-Peptidmischungen mit den 
tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptiden hergestellt und ihre Hemmstärke gegenüber dem k-ACE 
untersucht (vgl. Kap. 3.2.3.1, Tabelle 3-16). Um den Beitrag der aromatischen Dipeptide in dem 
jeweiligen Butanolextrakt zur Gesamt-ACE-Hemmung zu untersuchen, wurden einerseits Standard-
Peptidgemische hergestellt, die alle identifizierten tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptide enthielten, 
oder andererseits entweder die tryptophan- oder die tyrosinhaltigen Dipeptide (Tabelle 4-8, Tabelle 4-9), 
um den Einfluss der jeweiligen Peptidklasse näher zu charakterisieren. Zusätzlich wurden ausgewählte 
Dipeptide in Kombination oder einzeln analysiert, um die Dipeptide mit dem wesentlichen Beitrag zur 
Gesamt-ACE-Hemmung jedes Butanolextraktes zu ermitteln. Die Konzentration der Dipeptide im 
Standardgemisch korrespondierte dabei mit dem zugehörigen IC50-Wert des Butanolextraktes des 
entsprechenden Hydrolysates. Daher sollte die ACE-Hemmung jeder Standardmischung theoretisch 
50 % betragen, wenn davon auszugehen ist, dass lediglich die identifizierten aromatischen Dipeptide 
für deren ACE-Hemmung verantwortlich sind. In Abbildung 4-14 sind die Hemmstärken der 
Standardpeptidmixe für jede Proteinquelle dargestellt. 
 







Abbildung 4-14: Rückführung der ACE-inhibitorischen Aktivität der Butanolextrakte der Pflanzenprotein-
hydrolysate auf individuelle Dipeptide; Inhibierung des Standardmixes aus tryptophan- und tyrosinhaltigen 
Dipeptiden (grau, Muster), tryptophanhaltigen (weiß, Muster) oder tyrosinhaltigen Dipeptiden (grau); (n = 3). 
 
 
Für kein Standardpeptidgemisch der pflanzlichen Butanolextrakte konnte die erwartete ACE-Hemmung 
von 50 % erreicht werden. Dies bedeutet, dass die durch die Butanolextrakte verursachte Hemmung des 
ACEs nicht ausschließlich auf die identifizierten tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptide 
zurückzuführen und damit erklärbar ist. Dennoch führten die adaptierten Standardpeptidgemische zu 
einer beachtlichen Hemmung des ACEs von 26 %, 35 %, 32 % und 40 % für Reis, Soja, Erbsen und 
Weizen in angegebener Reihenfolge (Abbildung 4-14). Die tryptophanhaltigen Dipeptide führten zu 
einer Inhibierung des ACEs von 12 bis 16 %. Die Vermessung einzelner Dipeptide zeigte, dass innerhalb 
dieser Peptidklasse IW (IC50 = 1 μmol/L) und VW (IC50 = 3 μmol/L) den größten Beitrag leisteten, was 
mit der nahezu gleichen Menge an IW und VW in den Standardmischungen jedes Extraktes korrelierte. 
Der Weizen-Peptidmix enthielt die höchste IW-Konzentration, was in der stärkeren ACE-Hemmung des 
Peptidmixes resultierte. Im Vergleich dazu trugen tyrosinhaltige Dipeptide mehr als zweimal zur 
gesamten ACE-Hemmung (20 bis 34 %) bei, was wiederum mit dem höheren Gehalt an tyrosinhaltigen 
Dipeptiden in den untersuchten Proteinhydrolysaten korrelierte. Die Messung einzelner Dipeptide ließ 
die Erkenntnis zu, dass VY (IC50 = 9 μmol/L) und insbesondere IY (IC50 = 5 μmol/L) hauptsächlich für 
die ACE-Hemmung von tyrosinhaltigen Dipeptiden verantwortlich waren. Während für die Standard-
Peptidmischungen von Reis, Soja und Erbse aufgrund vergleichbarer Gehalte an IY eine annähernd 
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dreifachen Menge an IY die höchste Hemmwirkung. Ausgehend davon wurde erstmalig nachgewiesen, 
dass vor allem IW, VW, IY und VY einen wesentlichen Beitrag zur ACE-Hemmung der Butanolextrakte 
und demnach pflanzlicher Proteinhydrolysate leisten. Für die Standard-Peptidmischung des 
Butanolextrakts von Molkenproteinhydrolysat wurde die ACE-inhibierende Aktivität zu 49 % bestimmt 
(Abbildung 4-14). Dies zeigt deutlich, dass dessen ACE-Hemmung nahezu ausschließlich auf die 
identifizierten Dipeptide zurückzuführen ist. Während die von den tryptophanhaltigen Dipeptiden 
erzeugte ACE-Hemmung im Vergleich zur Hemmung der gesamten Standardmischung etwas höher 
war, induzierten die tyrosinhaltigen Dipeptide lediglich eine ACE-Hemmung von etwa 13 %. Innerhalb 
der zwei Peptidklassen leisteten IW und VY den größten Beitrag. Mit einem IC50 von 1 μmol/L handelt 
es sich bei IW um einen potenteren ACE-Inhibitor als bei VY mit einem IC50 von 9 μmol/L. Daher 
wurde geschlussfolgert, dass der maßgebliche Beitrag zur ACE-Hemmung des 
Molkenproteinbutanolextraktes auf IW zurückzuführen ist. In diesem Zusammenhang wurde in weiteren 
Versuchen beobachtet, dass die Hemmstärke von IW mit zunehmender VY-Konzentration abnimmt. 
Ursache dafür liegt höchst-wahrscheinlich in der kompetitiven Hemmung demnach Konkurrenz beider 
Dipeptide um das aktive Zentrum des ACEs. Infolge der geringen Affinität des ACEs zu weniger 
potenten Inhibitoren, wie VY, wird eine schnellere Verdrängung dessen durch das Substrat HHL 
vermutet. Die ausgehend davon gesteigerte Umsetzung von HHL führt folglich zur Verringerung der 
gemessenen Inhibierung durch IW bei ansteigender Konzentration von VY. Dies bedeutet, dass die 
Anwesenheit von zwei oder mehreren Peptiden nicht zwangsläufig eine Summierung einzelner 
Hemmstärken voraussetzt. Insbesondere bei Hydrolysaten, die eine Vielzahl von Peptiden mit 
vergleichbarem Hemmpotential enthalten, ist eine direkte Übertragung der bekannten inhibitorischen 
Aktivität einzelner Peptide auf einen Peptidmix nicht möglich.  
 
Es können verschiedene Ursachen diskutiert werden, weshalb die ACE-Hemmung der Butanolextrakte 
der Pflanzenproteinhydrolysate nicht vollständig erklärt werden kann. Synergistische Effekte im 
Butanolextrakt könnten zu einer erhöhten Hemmung führen. Hydrolysate bestehen aus kurz- und 
langkettigen Peptiden. Vor allem letztere könnten vom ACE hydrolysiert werden und somit potente 
Peptide freisetzen (Iroyukifujita, Eiichiyokoyama, & Yoshikawa, 2000, Skidgel & Erdös, 1987). 
Darüber hinaus könnten bis dato nicht analysierte Di- oder Tripeptide potente Peptide in den 
Proteinhydrolysaten darstellen. In diesem Zusammenhang wurden folglich prolin- und 
phenylalaninhaltige Dipeptide anaylsiert. Innerhalb dieser Peptidklassen wurden ausgewählte Dipeptide 
auf ihre ACE-inhibitorische Hemmstärke untersucht (Abbildung 4-13) und anschließend in den 
Butanolextrakten mittels RP-HPLC gekoppelt mit ESI-TOF-MS (vgl. Kap. 3.2.2.1) identifiziert sowie 
mittels RP-HPLC gekoppelt mit ESI-MS/MS (vgl. Kap. 3.2.2.3) quantifiziert. Aufgrund geringer 
Gehalte prolinhaltiger Dipeptide waren diese für weitere Untersuchungen nicht relevant. Im Gegensatz 
dazu, konnten phenylalaninhaltige Dipeptide in einem zu den tyrosinhaltigen Dipeptiden vergleichbaren 
bzw. tendenziell höheren Konzentrationsbereich nachgewiesen werden (Tabelle 4-11).









Tabelle 4-11: Quantifizierung phenylalaninhaltiger Dipeptide in mg pro g Butanolextrakt ausgewählter Proteinhydrolysate (MW ± SD; n = 2). 
 
   Soja Reis Weizen Erbse Molke 
Alanylphenylalanin Ala-Phe AF 4.61 ± 0.22 4.34 ± 0.53 2.50 ± 0.35 3.23 ± 0.39 1.59 ± 0.18 
Glycylphenylalanin Gly-Phe GF 1.16 ± 0.07 1.10 ± 0.06   1.05   ± 0.06 1.38 ± 0.16 0.65 ± 0.14 
Isoleucylphenylalanin Ile-Phe IF 8.59 ± 0.32 8.89 ± 1.02 2.81 ± 0.53 13.00 ± 1.68   0.60   ± 0.34 
Leucylphenylalanin Leu-Phe LF 14.13 ± 1.14 10.99 ± 1.54 9.58 ± 1.49 13.19 ± 1.85   5.04   ± 1.03 
Phenylalanylphenylalanin Phe-Phe FF 13.32 ± 0.52 7.20 ± 0.83 5.56 ± 0.87 10.17 ± 1.38   0.68   ± 0.51 
Valylphenylalanin Val-Phe VF 8.72 ± 0.05 8.82 ± 0.87 3.55 ± 0.35 8.73 ± 0.97 16.31 ± 1.59 








Ergebnisse und Diskussion 
 
142 
Mit Ausnahme von IF (IC50 = 9 μmol/L) handelte es sich bei dieser Peptidklasse jedoch um weniger 
potente ACE-Inhibitoren (Abbildung 4-13). Der Gehalt an IF betrug für Reis, Soja, Erbse und Weizen 
9,8, 8,9, 14,6, 3,5 mg pro g Butanol-Extrakt und der damit gemessene Anteil an der Hemmung der 
Butanolextrakte für Reis, Soja und Weizen wurde zu etwa 13 % und für Erbse zu 21 % bestimmt 
(Abbildung 4-15). Anschließend wurden Standard-Peptidmixe aus den potenten Dipeptiden IW, VW, 
IY und VY sowie IF hergestellt und auf ihre ACE-inhibitorische Aktivität untersucht. Aus Abbildung 
4-15 wird ersichtlich, dass der Zusatz von IF keinen signifikant verstärkenden Einfluss auf das 
Hemmpotential des Standard-Peptidgemisches mit IW, VW, IY und VY hat, was aufgrund der 
vergleichsweise geringeren Hemmwirkung dieses Dipeptides zu erwarten war. Lediglich bei Weizen 
und Erbse konnte ein signifikanter Anstieg der Inhibierung durch Zusatz von IF erreicht werden, was in 
den erhöhten Gehalten an IF in den jeweiligen Butanolextrakten begründet lag. Abschließend könnten 
weitere Peptide in den Hydrolysaten, wie Tripeptide, potente Inhibitoren des ACEs darstellen. Chen et 
al. (2013) isolierten aus Reisproteinhydrolysat die Tripeptide VWP und VNP mit IC50-Werten von 
4,5 und 6,4 µmol/L oder Motoi & Kodama (2003) IAP aus Weizenproteinhydrolysat mit einem 
IC50-Wert von 2,4 µmol/L. Aufgrund der abnehmenden Bioverfügbarkeit mit zunehmender Kettenlänge 







Abbildung 4-15: ACE-inhibitorische Aktivität der Standardmixe, bestehend aus IY+VY+IW+VW+IF (grau, 
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Hydrolysate ausgewählter Pflanzenproteine (Reis, Soja, Erbsen und Weizen) wurden hinsichtlich ihrer 
ACE-inhibitorischen Aktivität untersucht. Im Gegensatz zur Hydrolyse mit Alcalase führte die 
enzymatische Hydrolyse der Pflanzenproteine mit Chymotrypsin und Thermolysin zu Hydrolysaten mit 
ausgesprochen guter ACE-inhibitorischer Aktivität. Die IC50-Werte der Hydrolysate betrugen zwischen 
27 und 39 mg/L, was mit enzymatisch hydrolysiertem Molkenprotein vergleichbar war. Trotz 
gleichwertiger Verdaubarkeit nach Nutzung beider Hydrolysemethoden konnten lediglich in den C/T-
Hydrolysaten kurzkettige potente Peptidsequenzen generiert werden, was auf die Spaltspezifität der 
eingesetzten Hydrolyseenzyme zurückzuführen ist. Eine signifikante Erhöhung der ACE-inhibierenden 
Wirkung der C/T-Hydrolysate wurde durch die Anwendung der Butanolextraktion aufgrund der 
Akkumulation von hydrophoben Peptiden (IC50-Werte zwischen 12 und 21 mg/L) erreicht. Basierend 
auf der Identifizierung und Quantifizierung einzelner tryptophan-, tyrosin- und phenylalaninhaltiger 
Dipeptide konnten 50 bis 80 % des ACE-inhibierenden Potentials der Butanolextrakte der pflanzlichen 
Proteinhydrolysate erklärt werden, wobei insbesondere IW, VW, IY und VY einen wesentlichen Beitrag 
zur Gesamthemmung leisten. Im Vergleich zum Butanolextrakt des Molkenproteinhydrolysates, bei 
dem die hemmende Wirkung fast ausschließlich auf IW zurückzuführen war, wurde die ACE-Hemmung 
der pflanzlichen Proteinhydrolysate durch eine Vielzahl von Peptiden, insbesondere tyrosinhaltigen 
Peptiden, verursacht. Mittels Butanolextraktion angereicherte Hydrolysate pflanzlicher Proteine können 
demnach neben Milchproteinhydrolysaten vielversprechende Zutaten für die Entwicklung von 








4.2 Inhibitorische Aktivität von Dipeptiden und Proteinhydrolysaten 
auf die Domänen von humanem und Rattenplasma-ACE  
 
Das sACE, welches vorwiegend auf der Oberfläche vaskulärer Endothelzellen lokalisiert ist, nimmt eine 
Schlüsselrolle bei der Blutdruckregulation ein (Sibony et al. 1993). Es besteht aus zwei Domänen, wobei 
die C-Domäne hauptsächlich für die Umwandlung des Ang I verantwortlich ist und daher die 
hypertensive Wirkung des Ang II determiniert. Die Rolle der N-Domäne für die Ang II-induzierte 
Vasokonstriktion hingegen, ist unklar (Van Esch et al. 2005). Kommerziell erhältliche synthetische 
ACE-Inhibitoren führen zwar zu einer signifikanten Reduktion der ACE-Aktivität, verursachen jedoch 
auch Nebenwirkungen, wie trockenen Husten und Angioödeme, was auf die Hemmung der N-Domäne 
und einem daraus resultierendem Bradykininstau zurückzuführen ist (Dykewicz 2004). Der 
Selektivitätsfaktor zwischen beiden Domänen des humanen Plasma-ACEs beträgt für den synthetischen 
Inhibitor Lisinopril etwa 10 zugunsten der C-Domäne (Lunow et al. 2015). Die strukturelle Modifikation 
von Lisinopril durch Einarbeiten einer Tryptophan-Einheit führte zu einer selektiveren Inhibierung der 
C-Domäne, um etwa Faktor 60 (Denti et al. 2014; Watermeyer et al. 2010), was eine Chance für die 
Entwicklung von ACE-Inhibitoren zur Blutdrucksenkung mit geringeren Nebenwirkungen darstellt. 
Dipeptide mit C-terminalem Tryptophanrest und N-terminalem aliphatischen Aminosäurerest, zeigen 
ebenfalls eine C-domänenselektive Hemmung von humanem Plasma-ACE (Lunow et al. 2015). Über 
die Domänenselektivität von Pflanzenproteinhydrolysaten, speziell von den darin enthaltenen potenten 
tyrosinhaltigen Dipeptiden IY und VY, liegen bisher keine Daten vor. Des Weiteren werden zumeist 
Rattenstudien als experimentelle Modelle verwendet, um das Potential ACE-inhibierender Peptide und 
Proteinhydrolysate in vivo zu untersuchen. Ziel dieses Teiles der Arbeit war es daher, die 
domänenselektive Hemmung ausgewählter tryptophan- und tyrosinhaltiger Dipeptide als auch 
entsprechender Proteinhydrolysate vergleichend in humanem und Ratten-Plasma zu untersuchen. 
 
4.2.1 Kinetische Charakterisierung der Umsetzung der FRET-Substrate durch 
humanes und Ratten-Plasma-ACE 
Um eine Vergleichbarkeit der Umsetzung der genutzten Substrate zwischen Human- (hACE) und 
Rattenplasma-ACE (rACE) zu erreichen, wurden zunächst K'-Werte (vgl. Kap. 3.2.3.2, Tabelle 3-22) 
für die domänenselektiven Substrate Abz-SDK(Dnp)P-OH (N-Domäne) und Abz-LFK(Dnp)-OH 
(C-Domäne) und das nicht-selektive Substrat (Abz-FRK(Dnp)P-OH) für rACE unter Verwendung der 
Hill-Gleichung bestimmt (K'FRK: 5,4 ± 0,6 μmol/L; K'SDK: 10,8 ± 0,8 μmol/L; K'LFK: 25,7 ± 2,6 µmol/L). 
Die für hACE entsprechenden K'- oder KM-Werte wurden von Lunow et al. (2015) publiziert (K'FRK: 
10,6 ± 0,6 μmol/L, KM-SDK: 11,0 ± 1,0 μmol/L, K'LFK: 43,0 ± 5,8 μmol/L). Während das rACE zu hACE 




eine gegenüber Abz-SDK(Dnp)P-OH vergleichbare Affinität aufwies, war die gegenüber 
Abz-LFK(Dnp)-OH und Abz-FRK(Dnp)P-OH um Faktor 2 erhöht. Die Berechnung der katalytischen 
Konstante (kcat) sowie Effizienz (keff) der Domänen war aufgrund der unbekannten ACE-Konzentration 
im verwendeten Ratten- als auch Humanplasma nicht möglich. Für letzteres werden Durchschnitts-
werte von 4 nmol/L diskutiert (Levitt & Schoemaker 2006). Im humanen Plasma verhielten sich die 
maximalen Umsatzgeschwindigkeiten vmax der C- zur N-Domäne 3:1, im Rattenplasma hingegen 6:1. 
Die um Faktor 2 gesteigerte Umsatzgeschwindigkeit korrelierte mit der um Faktor 2 gesteigerten 
Affinität des rACE gegenüber Abz-LFK(Dnp)-OH, was eine erhöhte katalytische Effizienz des 
Abz-LFK(Dnp)-OH und Abz-FRK(Dnp)P-OH unter Nutzung von rACE annehmen ließ. 
 
 
Tabelle 4-12: Aminosäuren der vier Bindungstaschen von humanem (P12821) und Rattenplasma ACE (P47820) 
unter Nutzung des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST). Unterschiede sind fett markiert. 
 
 humanes Plasma-ACE Ratten-Plasma-ACE 











































































Aus den Erkenntnissen von Kröger et al. (2009) und Jullien et al. (2006) sowie des Basic Local 
Alignment Search Tools (BLAST), zum Sequenzvergleich verschiedener Proteine, können die für die 
Domänenselektivität des hACEs und rACEs hauptverantwortlichen Aminosäuren dargestellt werden. 
Laut BLAST-Analyse stimmen beide ACE-Spezies, hACE (P12821) und rACE (P47820), in ihrer 
Sequenz zu 84 % und unter Berücksichtigung ähnlicher Aminosäuren zu 94 % überein. Ausgewählte 
Aminosäuren der vier Bindungstaschen der C- und N-Domäne sind für beide ACE-Spezies tabellarisch 
gegenübergestellt (Tabelle 4-12). hACE und rACE wiesen eine vergleichbare Affinität zu 
Abz-SDK(Dnp)P-OH auf, was aufgrund der übereinstimmenden Aminosäurezusammensetzung der 
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N-Domäne der beiden untersuchten Varianten erwartet wurde. Die Hill-Konstante wurde zu 1,4 ± 0,1 
berechnet. Sie lag damit zwischen 1 und 2, was anzeigt, dass neben der N- auch die C-Domäne des 
rACEs an der Umsetzung des N-domänenselektiven Substrates beteiligt ist. Der Einfluss der C-Domäne 
wird als gering eingeschätzt (Araujo et al. 2000; Bersanetti et al. 2004). Hervorgerufen durch die 
Aminosäuremutationen im rACE könnten unterschiedliche Ausmaße im Glykosylierungsgrad die 
Enzymaktivität beeinflussen (Acharya et al. 2003; Anthony et al. 2010). Der glykosylierte Asparaginrest 
(Asn-494) in der S1-Tasche der N-Domäne von hACE ist durch Serin im rACE ersetzt. Eine analoge 
O-Glykosylierung ist nicht bekannt (Jullien et al. 2006). Obwohl kein Einfluss auf die Umsetzung des 
Abz-SDK(Dnp)P-OH beobachtet werden konnte, könnte ferner die Hemmstärke von Inhibitoren durch 
Ausmaß und Position einer Glykosylierung beeinflusst werden. Unabhängig vom Glykosylierungsgrad 
waren höchstwahrscheinlich Unterschiede innerhalb der Aminosäuresequenz der C-Domäne von rACE 
und hACE für die Änderung der K'-Werte von Abz-LFK(Dnp)-OH und Abz-FRK(Dnp)P-OH 
verantwortlich. Im Vergleich zu hACE waren die für rACE ermittelten K'-Werte für beide Substrate um 
Faktor 2 geringer. Die Affinität von rACE zu Abz-LFK(Dnp)-OH und Abz-FRK(Dnp)P-OH war 
demnach doppelt so stark. Bersanetti et al. (2004) untersuchten die Komplexstruktur zwischen Abz-
LFK(Dnp)-OH und der C-Domäne von hACE durch molekulare Modellierung des Substrats mit der 
Bindungsstelle von tACE. Die Isopropylkette von Leucin im Abz-LFK(Dnp)-OH wechselwirkt hierbei 
mit dem Valin (Val-1094) und Serin (Ser-1092)-Rest in der S1-Untereinheit. In der Sequenz der 
C-Domäne von rACE ist das polare Serin durch einen unpolaren und hydrophoben Alanin(Ala-1092)-
Rest ersetzt. Der Phenylring im Abz-LFK(Dnp)-OH dringt tief in die Tasche des S1'-Untereinheit ein 
(Bersanetti et al. 2004). Das rACE weist in dieser Untereinheit zwei Aminosäuremutationen auf. Die in 
hACE vorhandenen Aminosäuren Asparaginsäure (Asp-953) und Valin (Val-956) sind im rACE durch 
Glutaminsäure (Glu-953) und Isoleucin (Ile-956) ersetzt. Die beschriebenen Variationen könnten die 
Hydrophobizität und Konformation der Bindungstaschen geändert und somit zu der gesteigerten 
Affinität der C-Domäne des rACEs gegenüber Abz-LFK(Dnp)-OH als auch Abz-FRK(Dnp)P-OH 
geführt haben. Die Hill-Konstante wurde für Abz-LFK(Dnp)-OH zu 1,9 ± 0,2 berechnet, was wiederum 
andeutet, dass beide Domänen des rACEs an der Umsetzung des Substrates beteiligt sind. 
 
4.2.2 ACE-inhibitorische Aktivität des synthetischen Inhibitors Lisinopril  
Lisinopril zählt zu den synthetischen ACE-Inhibitoren und führt sowohl im tierischen als auch humanen 
Organismus zu einer effizienten Blutdrucksenkung (Johnston et al. 1988; Mulrow 2001). Aufgrund 
seiner nachgewiesenen Stabilität im Plasma und freien Verfügbarkeit infolge der vernachlässigbaren 
Bindungsstärke zum Serumalbumin ist Lisinopril dazu geeignet, Unterschiede in der Struktur der 
Domänen verschiedener ACE-Spezies zu untersuchen (Abdel-Fattah et al. 2010; Santa et al. 2007; Smith 
et al. 2010). Nur wenige Studien charakterisierten die Domänenselektivität von Lisinopril (Denti et al. 
2014; Watermeyer et al. 2010). Unter Verwendung von rekombinant humanem bzw. hACE wurden 




Ki-Werte für die Hemmung der N-Domäne zu 1,0 oder 0,3 nmol/L und der C-Domäne zu 0,1 oder 
0,03 nmol/L bestimmt (Lunow et al. 2015; Hocharoen et al. 2013). Obwohl die inhibitorische Aktivität 
von Lisinopril gegenüber hACE um Faktor 3 erhöht war, konnte in beiden Studien ein Selektivitätsfaktor 
Ki-N/Ki-C von 10 zugunsten der C-Domäne ermittelt werden. Unter Verwendung von rACE wurden die 
Ki-Werte für Lisinopril für die C- und N-Domäne zu 0,11 ± 0,01 und 0,71 ± 0,03 nmol/L bestimmt. Der 
entsprechende Selektivitätsfaktor Ki-N/Ki-C wurde zu 6 berechnet und lag damit um Faktor 2 unter dem 
für hACE. Während für rACE eine zu hACE vergleichbare Hemmung der N-Domäne nachgewiesen 
werden konnte (Faktor 2), war die für die C-Domäne tendenziell geringer (Faktor 4). Dies könnte auf 
die Unterschiede in den Aminosäuresequenzen der Domänen beider ACE-Spezies zurückzuführen sein 
(Tabelle 4-12). Mithilfe molekularer Modellierung lassen sich wesentliche Interaktionsstellen von 
Lisinopril und tACE, dem C-Domänen-Analogon, erkennen (Natesh et al. 2003; Nchinda et al. 2006). 
Es wurde gezeigt, dass die Phenylgruppe von Lisinopril mit dem hydrophoben Valinrest an Position 
1094 (Val-1094) der S1-Untereinheit über Van-der-Waals-Kräfte wechselwirkt und der Lysinrest 
schwache Wasserstoffbrücken mit Glu-738 in der S1'-Untereinheit ausbildet. Da Lisinopril keine 
sperrige P2'-Gruppe enthält, sollten die Wechselwirkungen in der S2'-Untereinheit gering sein. Wie 
Tabelle 4-12 zu entnehmen, enthält die S1-Untereinheit der C-Domäne von rACE neben Val-1094 
anstelle des kleineren Serinrestes Ser-1093 den voluminösen Asparaginrest Asn-1093, was die oben 
erwähnten Van-der-Waals-Kräfte mit der Phenylgruppe verringern könnte. Zusätzlich sind Asp-953 und 
Val-956 in der S1'-Bindungstasche durch Glu-953 und Ile-956 ersetzt (Tabelle 4-12). Während die 
Zunahme der Hydrophobizität durch diese Mutation einen positiven Effekt auf die Stärke der Interaktion 
haben könnte, sind die ausgetauschten Aminosäuren längerkettig und verringern möglicherweise die 
Größe der jeweiligen Bindungsstelle, was wiederum das inhibitorische Potential von Lisinopril 
herabsetzen könnte. Weiterhin ist eine Änderung der Konformation der Untereinheiten aufgrund der 
Variation der Aminosäurezusammensetzung denkbar, die ebenfalls die Bindungsaffinität reduzieren 
könnte. Darüber hinaus könnten Unterschiede im Ausmaß der Glykosylierung innerhalb der Domänen 
des rACE verglichen zum hACE einen Einfluss auf die Stärke der Wechselwirkungen mit Lisinopril 
haben. Zur Absicherung der oben beschriebenen Erkenntnisse wurde ein zweiter ACE-Aktivitätstest 
nach Cheung et al. (1980) herangezogen. Unter Verwendung des synthetischen Ang I-Analogons HHL 
als Substrat wurden die Ki-Werte für Lisinopril zu 1,9 nmol/L (rACE) und 0,34 nmol/L (hACE) 
bestimmt (vgl. Kap. 3.2.3.1, Tabelle 3-14). Unter den genutzten Testbedingungen handelte es sich bei 
HHL um ein leicht C-domänenselektives Substrat (Wei et al. 1991). Die verringerte inhibitorische 
Aktivität des Lisinoprils gegenüber rACE verglichen mit hACE um Faktor 5 entspricht dem, der mit 
dem Substrat Abz-LFK(Dnp)-OH bestimmt wurde. Ausgehend davon konnte die geringere Affinität der 
C-Domäne der rACEs zu Lisinopril bestätigt werden, sodass geschlussfolgert wurde, dass Lisinopril in 
Rattenplasma zwar als C-domänenselektiver ACE-Inhibitor wirkt, die selektive Hemmwirkung jedoch 
schwächer ausgeprägt ist als in humanem Plasma. 
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4.2.3 ACE-inhibitorische Aktivität ausgewählter Dipeptide  
Zahlreiche Studien untersuchten bereits die ACE-inhibierende Aktivität von Peptiden. Dabei wurde 
nachgewiesen, dass insbesondere kleine hydrophobe Peptide potente ACE-Inhibitoren darstellen (Wu 
et al. 2006). Dipeptide, die hydrophobe Aminosäuren am C- und aliphatische unpolare Aminosäuren am 
N-Terminus aufweisen, vor allem Dipeptide mit Tryptophan und Tyrosin in C- und Isoleucin- und 
Valinresten in N-terminaler Position, zählen zu den potentesten ACE-Inhibitoren (Abbildung 4-13). 
Abbildung 4-16 veranschaulicht die inhibitorische Aktivität der Dipeptide IW, VW und IY, VY bei 
einer Konzentration von 10 µmol/L gegenüber der C- und N-Domäne des rACEs im Vergleich zum 
hACE (vgl. 3.2.3.2, Tabelle 3-24). Gegenüber der C-Domäne des hACEs wiesen die tryptophanhaltigen 
Dipeptide IW und VW die höchste inhibitorische Aktivität, 68 % und 63 %, was die Ergebnisse von 
Lunow et al. (2015) bestätigt, gefolgt von IY mit 49 % und VY mit 30 %. Das inhibitorische Potential 
gegenüber der N-Domäne des hACEs wurde analog in oben angegebener Reihenfolge zu 19 %, 11 %, 
26 % und 15 % bestimmt. In Abhängigkeit der Selektivität gegenüber der C-Domäne, ergab sich für 
hACE folgende Rangfolge: VW > IW > VY ≈ IY (abgeschätzte Selektivitätsfaktoren: 6 - 4 - 2 - 2).  
 
 




Abbildung 4-16: ACE-inhibitorische Aktivität der Dipeptide IW, VW, IY und VY in einer Konzentration von 
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Entsprechende Hemmwerte unter Verwendung von rACE wurden für die C-Domäne zu 50 und 31 % 
für IW und VW sowie zu 49 und 24 % für IY und VY beziehungsweise für die N-Domäne zu 11 und 
7 % für IW und VW sowie 11 und 6 % für IY und VY bestimmt. Somit änderte sich die Rangfolge der 
C-Domänenselektivität unter Verwendung von rACE wie folgt: VW ≈ IW > IY ≈ VY (abgeschätzte 
Selektivitätsfaktoren: 5 - 5 - 4 - 4). Da die tryptophanhaltigen Dipeptide sowohl gegenüber der N- als 
auch der C-Domäne des rACEs im Vergleich zum hACE eine geringere Hemmstärke aufwiesen, blieb 
deren C-Domänenselektivität vergleichbar. Für die tyrosinhaltigen Dipeptide wurde zwar gegenüber der 
N-Domäne nicht jedoch der C-Domäne des rACEs eine geringere Hemmstärke beobachtet, sodass eine 
gegenüber rACE höhere C-Domänenselektivität um den Faktor 2 resultierte. Die Aufnahme von Dosis-
Wirkungskurven für IW unter Nutzung von Rattenplasma führte zu Ki-Werten von 6,8 ± 1,5 und 
197 ± 17 μmol/L für die C- und N-Domäne des rACEs und einem Selektivitätsfaktor Ki-N/Ki-C von 28. 
Die Werte bestätigten die geringere absolute aber vergleichbare relative Hemmstärke des IWs gegenüber 
den Domänen des rACEs im Vergleich zum hACE (1,6 und 60 μmol/L für C- und N-Domäne, Ki-N/Ki-C 
= 37, Lunow et al. (2015)). Modellierungsstudien mit Lisinopril–Tryptophan und tACE (Nchinda et al. 
2006) konnten zeigen, dass konträr zum Tryptophan in Lis–W, welches mit der S2' Bindungstasche des 
ACEs interagiert, IW mit seinem N-terminalen Isoleucinrest bevorzugt mit der S2'- und der C-terminale 
Tryptophanrest mit der S1'-Untereinheit wechselwirkt (Khan et al. 2012; Nchinda et al. 2006). Für IY 
wurde zwar eine zu IW gleichartige Bindungsstruktur beobachtet, jedoch war die Bindungsenergie für 
die entgegengesetzte Bindung günstiger (S1'-: Isoleucin; S2'-Untereinheit: Tyrosin). Auch für die 
aromatischen Aminosäuren von VY und LW wurde eine Interaktion mit der S1'-Untereinheit gezeigt, 
doch wurde auch für diese Dipeptide angenommen, dass sie aufgrund der günstigeren Bindungsenergie 
eine zu IY analoge Bindungsstruktur favorisieren (Tareq Hassan Khan et al. 2012). Damit lässt sich 
ferner ein Einfluss der aliphatischen Aminosäuren auf die Bindungsstruktur ableiten. Unter der 
Annahme, dass VW und IW ein gleiches (Tryptophan in S1'-Untereinheit) und IY und VY ein 
entgegengesetztes Bindungsverhalten zeigen (Tyrosin in S2'-Untereinheit), könnte dies einen 
Erklärungsansatz für die unterschiedliche Hemmstärke gegenüber rACE und hACE darstellen. Die in 
der S1'-Bindungstasche der C-Domäne des rACEs vorliegenden Aminosäuren Glu-953 und Ile-956 
(Tabelle 4-12) könnten aufgrund ihres voluminöseren Charakters die Bindungsstärke zu Tryptophan 
herabsetzen. Die kleineren Aminosäuren Isoleucin und Valin der tyrosinhaltigen Dipeptide hingegen 
könnten weiterhin unverändert wechselwirken. Die Mutation innerhalb der S2'-Bindungstasche von 
Val- zu Ile-956 könnte, sofern keine größeren Auswirkungen auf die Konformation der Bindungstasche 
resultieren, zu einer gesteigerten Interaktion mit den aliphatischen Aminosäuren beziehungsweise dem 
Tyrosin beigetragen haben. Neben der Änderung der Konformation einzelner Bindungstaschen aufgrund 
unterschiedlicher Aminosäurezusammensetzungen (Tabelle 4-12), könnten hinsichtlich der N-
Domänenhemmung Unterschiede im Ausmaß der Glykosylierung einen Einfluss auf die 
Bindungsaffinität haben. Neben Strukturunterschieden zwischen den beiden ACE-Spezies können auch 
Unterschiede in der proteolytischen Aktivität beider Plasmen als Ursache für die tendenziell geringere 
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Hemmwirkung der Dipeptide im Rattenplasma diskutiert werden. Bloxam et al. (1977) konnten zeigen, 
dass gefrorenes und anschließend wieder aufgetautes Rattenplasma einen um etwa 30 % erhöhten Gehalt 
an freiem Tryptophan und Fettsäuren enthält. Gleichermaßen behandeltes Humanplasma hingegen wies 
keine derartigen Unterschiede auf. Die Beobachtung im aufgetautem Rattenplasma könnte auf eine 
Änderung der Konformation und damit der Bindungsstellen des Serumalbumins oder auf eine erhöhte 
proteolytische Aktivität des Rattenplasmas, einem daraus resultierenden Abbau des Serumalbumins und 
demzufolge auf die Freisetzung von Tryptophan und Fettsäuren zurückgeführt werden. Darüber hinaus 
könnten proteolytische Abbauprozesse im Rattenplasma zu einer erhöhten Menge an peptidischen 
Verbindungen im Plasma führen, die folglich mit den untersuchten Dipeptiden um die aktiven Zentren 
des rACEs konkurrieren und somit das gemessene Hemmpotential der untersuchten Inhibitoren 
reduzieren. Studien zur proteolytischen Stabilität wurden darauffolgend vergleichend in Ratten- und 
humanem Plasma am Beispiel von IW (50 µmol/L) durchgeführt (vgl Kap. 3.2.6.2). Während bei einer 
Plasmakonzentration von 5 % (zur Charakterisierung der domänenselektiven Hemmung) die 
Wiederfindung des IWs in beiden Plasmen etwa 90 % betrug, wurden bei der Verwendung von 35 % 
Plasma (HHL-Testsystem) deutliche Unterschiede festgestellt. Während in humanem Plasma nach 
einstündiger Inkubationszeit die Wiederfindung bei etwa 85 % lag, wurde diese unter Nutzung von 
Rattenplasma zu etwa 45 % bestimmt. Die proteolytische Aktivität des Rattenplasmas lag demnach über 
der von humanem Plasma, was wiederum einen Erklärungsansatz für die geringere absolute 
Dipeptidhemmung gegenüber dem rACE bietet. Unter Verwendung des HHL-Testsystems (Ratten-
Plasmakonzentration 35 %) wurden die Ki-Werte für IW, VW, IY und VY in angegebener Reihenfolge 
zu 30 ± 4, 38 ± 5, 37 ± 4 und 93 ± 6 µmol/L bestimmt. Die Wiederfindung der tryptophan- und 
tyrosinhaltigen Dipeptide (50 µmol/L) im Rattenplasma lag nach einstündiger Inkubation bei 45 bis 
50 % und 20 bis 25 %. Eine Bindung an Proteine, wie das Serumalbumin, konnte durch direktes 
Abstoppen der Reaktion nicht gezeigt werden. Unter Berücksichtigung, dass die tyrosinhaltigen 
Dipeptide einem vermehrten proteolytischen Abbau unterliegen, kann die Hemmstärke aus Abbildung 
4-16 reproduziert werden. Anhand der erhaltenen Ergebnisse lässt sich ableiten, dass die verwendeten 
Dipeptide sowohl im Ratten- als auch Humanplasma als C-domänenselektive Inhibitoren fungieren, 
wobei die absolute Hemmstärke gegenüber hACE erhöht ist. Während für beide ACE-Spezies die 
abgeschätzten Selektivitätsfaktoren für die tryptophanhaltigen Dipeptide in einem vergleichbaren 
Bereich lagen, konnte für die tyrosinhaltigen Dipeptide eine um etwa Faktor 2 gesteigerte 
C-Domänenselektivität im Rattenplasma nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass die Ergebnisse von Rattenexperimenten durchaus übertragbar sind und somit die Grundlage für das 
Verständnis der physiologischen Rolle von ACE-Hemmern im menschlichen Organismus bilden 
können. 




4.2.4 ACE-inhibitorische Aktivität von Proteinhydrolysaten  
Aufgrund der nachgewiesenen C-domänenselektiven Inhibierung des rACEs sowie hACEs durch 
tryptophan- und tyrosinhaltige Dipeptide wurden Proteinhydrolysate mit hohen Gehalten dieser Peptide 
ebenfalls auf eine C-domänenselektive ACE-Hemmung untersucht. Exemplarisch wurde zunächst die 
inhibitorische Aktivität von C/T-Reis- und C/T-Molkenproteinhydrolysat gegenüber der C- und 
N-Domäne beider ACE-Spezies evaluiert (vgl. 3.2.3.2, Tabelle 3-24). Beide Hydrolysate führten zu 
einer gleichwertigen Hemmung der C-Domäne des hACEs (Ki = 12 bzw. 11 mg/L), Reisprotein-
hydrolysat jedoch zu einer stärkeren Hemmung der N-Domäne (Ki = 8 mg/L) im Vergleich zu 
Molkenproteinhydrolysat (Ki = 25 mg/L). Im Gegensatz dazu konnte für Molkenproteinhydrolysat mit 
einem Ki von 26 mg/L in Rattenplasma eine gegenüber Reisproteinhydrolysat (Ki = 37 mg/L) leicht 
gesteigerte Hemmung der C-Domäne ermittelt werden. Analog zum hACE inhibierte Reis- verglichen 
mit Molkenproteinhydrolysat die N-Domäne des rACEs stärker (Ki = 42 bzw. 105 mg/L).  
 
 
Tabelle 4-13: Ki-Werte in mg/L für die C- und N-Domäne von humanem und Rattenplasma ACE ausgewählter 




humanes Plasma-ACE Rattenplasma-ACE 
 Hydrolysat BuOH Hydrolysat BuOH 
 Ki-C Ki-N Ki-N/C Ki-C Ki-N Ki-N/C KiC Ki-N KiN/C KiC Ki-N KiN/C 
Molke 12 ± 2 25 ± 2 2.1 5 ± 1 13 ± 3 2.6 26 ± 3 105 ± 5 4.0 6 ± 2 38 ± 8 6.3 
Reis 11 ± 2   8 ± 1 0.7 6 ± 1   5 ± 1 0.9 37 ± 4 42 ± 3 1.1 18 ± 1 32 ± 5 1.8 
Soja 14 ± 3 11 ± 1 0.8 n.b. n.b. - 50 ± 6 67 ± 16 1.3 n.b. n.b. - 
Erbse 12 ± 2 13 ± 3 1.0 n.b. n.b. - 46 ± 4 65 ± 12 1.4 n.b. n.b. - 
Weizen 18 ± 1  9 ± 2 0.5 n.b. n.b. - 64 ± 3 68 ± 13 1.1 n.b. n.b. - 
Abkürzung: n.b., nicht bestimmt. 
 
 
Analog zu den untersuchten Dipeptiden war die absolute ACE-Hemmung der Hydrolysate im 
Rattenplasma geringer als im humanen Plasma (vgl. Kap. 4.2.3). Innerhalb der untersuchten Hydrolysate 
stellte sich das Reisproteinhydrolysat als der wirksamste Inhibitor für hACE und rACE heraus. Beim 
Molkenproteinhydrolysat wiederum handelte es sich um das C-domänenselektivste Hydrolysat. Die 
berechneten Selektivitätsfaktoren Ki-N/Ki-C betrugen für Molken- und Reisproteinhydrolysat für hACE 
2,1 und 0,7 und für rACE 4,0 und 1,1. Im Rattenplasma ließ sich für Molkenproteinhydrolysat demnach 
eine Verdopplung der C-Domänenselektivität feststellen. Im Gegensatz zum Molkenproteinhydrolysat 
mit Ki-N/Ki-C größer eins, was auf eine selektive Inhibierung der C-Domäne hindeutet, konnte für 
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Reisproteinhydrolysat mit Ki-N/Ki-C kleiner oder gleich eins keine oder lediglich schwache 
N-Domänenselektivität nachgewiesen werden. Auf Grundlage der Erkenntnisse zu den einzelnen 
Dipeptiden, resultierte womöglich die Anwesenheit von tyrosinhaltigen Dipeptiden in den Hydrolysaten 
in der höheren C-Domänenselektivität für hACE gegenüber dem rACE. Die Pflanzenprotein-
hydrolysate aus Soja, Erbse und Weizen führten zu vergleichbaren Hemmstärken (Tabelle 4-13). 
Gegenüber rACE konnte wiederum eine schwache C-Domänenselektivität (Ki-N/Ki-C: 1,1 bis 1,3) 
nachgewiesen werden. Unter Verwendung von hACE wurde für diese Hydrolysate keine bzw. eine 
schwache N-Domänenselektivität beobachtet (Ki-N/Ki-C: 0,5 bis 1,0). In Hinblick auf die Pflanzen-
proteinhydrolysate könnte wiederum die Anwesenheit von tyrosinhaltigen Dipeptiden für die erhöhte 
C-Domänenselektivität verantwortlich sein, da diese ebenfalls eine um Faktor 2 erhöhte C-
Domänenselektivität für rACE im Vergleich zu hACE aufwiesen. Die Butanolextraktion wurde 
durchgeführt, um hydrophobe und aromatische kurzkettige Peptide anzureichern, von denen bekannt ist, 
dass diese Klasse von Peptiden die wirksamsten ACE-Inhibitoren einschließt (Sato et al. 2002; Wu et 
al. 2006). Die Erhöhung der ACE-inhibitorischen Aktivität infolge der Butanolextraktion wurde bereits 
erfolgreich nachgewiesen (vgl. Kap. 4.1.2.2), jedoch wurde nicht zwischen den einzelnen Domänen des 
ACEs unterschieden. Für den Butanolextrakt des Molkenproteinhydrolysates konnte die Hemmung der 
C- und N-Domäne des hACEs oder rACEs um den Faktor 2,4 bzw. 1,9 bzw. 4,6 und 2,8 erhöht werden 
(Tabelle 4-13). Analog dazu wurde die durch den Butanolextrakt von Reisproteinhydrolysat verursachte 
Hemmung um einen Faktor von 1,9 bzw. 1,5 bzw. 2,1 und 1,3 verstärkt. Nicht nur die absolute 
Hemmstärke sondern auch die C-Domänenselektivität der Hydrolysate ließ sich infolge der 
Butanolextraktion steigern, was die Anreicherung von potenten C-domänenselektiven ACE-
hemmenden Peptiden in den entsprechenden Butanolextrakten bestätigt.  
 
4.2.5 Erklärungsansatz zur domänenselektiven ACE-inhibitorischen Aktivität  
Um den Einfluss einzelner potenter Dipeptide auf die domänenselektive Hemmung der Hydrolysate und 
Butanolextrakte abzuschätzen, wurden wiederum Standardpeptidmischungen hergestellt und auf ihr 
domänenselektives ACE-Hemmpotential untersucht. Unter Verwendung des Modellenzyms k-ACE und 
dem leicht C-domänenselektiven Substrat HHL als Angiotensin-I-Analogon konnte bereits gezeigt 
werden, dass die Dipeptide IW, VW, IY und VY einen maßgeblichen Beitrag zur ACE-Hemmung der 
Butanolextrakte der untersuchten Proteinhydrolysate leisten (vgl. Kap. 4.1.3). Nahezu die gesamte 
ACE-Hemmung des Molkenproteinhydrolysates und bis zu 50 % des Reisproteinhydrolysates konnten 
durch diese Dipeptide erklärt werden. Die folgenden Studien sollten Informationen über den Anteil derer 
an der domänenselektiven Hemmung des hACE geben. Standard-Peptidgemische von IW, VW, IY und 
VY wurden unter Verwendung der Konzentration jedes einzelnen Peptids entsprechend seiner 
Anwesenheit in dem in Tabelle 4-14 aufgeführten Hydrolysat- oder Butanol-Extrakt an dem jeweiligen 
Ki hergestellt (Tabelle 4-13).  





Tabelle 4-14: Ki-Werte in µmol/L ausgewählter Dipeptide gegenüber C- und N-Domäne von humanem Plasma 
ACE, deren Selektivitätsfaktoren zwischen den Domänen und ihre Konzentration in mg/g im Hydrolysat bzw. 
Butanolextrakt; (MW ± SD; n = 3). 
 
   Reisprotein Molkenprotein 
 Ki-C Ki-N Ki-N/C Hydrolysat BuOH Hydrolysat BuOH 
IW* 1.6 ± 0.2 59.6 ± 10.8 37 0.3 ± 0.1 0.5 ± 0.2 4.9 ± 0.3 16.2 ± 1.6 
VW* 2.1 ± 0.3 151.6 ± 24.5 72 0.8 ± 0.1 1.4 ± 0.2 n.b. n.b. 
IY 3.0 ± 0.5 28.6 ± 1.2 10 2.6 ± 0.6 5.7 ± 0.3 n.b. n.b. 
VY 6.7 ± 0.2 57.6 ± 2.1 9 3.1 ± 0.9 9.7 ± 0.4 1.3 ± 0.2 2.9 ± 0.1 
Abkürzung: n.b., nicht bestimmt. 
*Lunow et al. (2015) 
 
 
Die ebenfalls in Tabelle 4-14 angegebenen Ki-Werte der Dipeptide gegenüber den Domänen des hACEs 
und die entsprechenden Selektivitätsfaktoren verdeutlichen die gegenüber IY und VY gesteigerte 
C-Domänenselektivität von IW und VW. Für die C-domänenselektive Inhibierung des hACEs betrugen 
die Ki-Werte der Peptidmischungen 12 und 9 mg/L für das Hydrolysat und den Butanolextrakt von 
Molkenprotein und 5 und 6 mg/L für das Hydrolysat und den Butanolextrakt von Reisprotein. Die Ki-
Werte der adaptierten Standardmixe lagen dabei im gleichen Bereich wie die für die entsprechenden 
Hydrolysate und Butanolextrakte, was beweist, dass die C-domänenselektive Hemmung hauptsächlich 
auf die ausgewählten Dipeptide zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu besteht eine große Diskrepanz 
zwischen den Ki-Werten der Peptidmixe und den entsprechenden Hydrolysaten oder Butanolextrakten 
bezüglich der Inhibierung der N-Domäne. Die Ki-Werte der Peptidmixe betrugen 57 und 37 mg/L für 
das Hydrolysat und den Butanolextrakt vom Molkenprotein beziehungsweise etwa 50 und mehr als 
100 mg/L für das Hydrolysat und den Butanolextrakt vom Reisprotein. Obwohl tyrosinhaltige Dipeptide 
gegenüber hACE nur eine geringe C-Domänenselektivität gezeigt haben und somit einen gewissen 
Beitrag zur Hemmung der N-Domäne leisten müssten, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass in den 
Hydrolysaten die Hemmung der N-Domäne hauptsächlich durch andere, derzeit nicht identifizierte 
Peptide, verursacht wurde. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Butanolextraktion ein 
geeignetes Verfahren für die Anreicherung von C-domänenselektiven Peptiden darstellt und dass das 
hemmende Potential gegenüber der C-Domäne des hACEs hauptsächlich auf die ausgewählten 
tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptide zurückzuführen ist. 
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4.2.6 Orientierende Studien zur domänenselektiven Hemmung von humanem Plasma-
ACE nach oraler Aufnahme von Isoleucyl-Tryptophan  
Die einschlägige Literatur sowie die oben aufgezeigten Erkenntnisse zeigen deutlich, dass es sich bei 
dem tryptophanhaltigen Dipeptid IW um ein potentes und C-domänenselektives ACE-inhibitorisches 
Dipeptid in vitro handelt. Im Rahmen einer Humanstudie konnte bereits gezeigt werden, dass IW nach 
oraler Aufnahme im Plasma der Probanden nachgewiesen werden kann, demnach bioverfügbar ist, und 
simultan eine Reduktion der endogenen Plasma-ACE-Aktivität eintritt (Kaiser et al. 2016). Ob diese in 
der Hemmung der einzelnen Domänen des ACEs, C- oder N-Domäne, oder in der gleichwertigen 
Hemmung beider Domänen des ACEs begründet liegt, ist bisher nicht bekannt. Im Rahmen der 
folgenden Untersuchungen sollten erste Indizien zu einer domänenselektiven Inhibierung des ACEs 
nach oraler Aufnahme von IW in vivo gewonnen werden. Es wurde die These verfolgt, dass oral 
aufgenommenes IW zur C-domänenselektiven Hemmung von Plasma-ACE führt. 
 
4.2.6.1 Orale Applikation von 50 mg IW 
In der orientierenden Studie nahm ein Proband 50 mg IW gelöst in Wasser auf (vgl. Kap. 3.2.4.1). 
Anschließend wurde zu definierten Zeiten Blut in EDTA- und Citrat-Monovetten entnommen, um 
EDTA-Plasmen zum Nachweis einer zeitabhängigen Änderung des IW-Gehaltes (vgl. Kap. 3.2.8.2) und 





Abbildung 4-17: Verlauf der IW-Konzentration (schwarz) und ACE-Aktivität (rot) bei einer Plasmakonzentration 
von 40 % bzw. (rot gestrichelt) 70 % über 120 min nach oraler Aufnahme von 50 mg; (n = 2). 








































Der endogene IW-Spiegel (1,0 nmol/L) stieg nach Aufnahme des Dipeptides um Faktor 2 auf 2,1 nmol/L 
an (Abbildung 4-17). Cmax wurde nach 30 min erreicht, die maximale Reduktion der ACE-Aktivität von 
10,5 % bereits nach 10 min. Die Ergebnisse lagen unter Beachtung interindividueller Unterschiede in 
einem zu Kaiser et al. (2016) vergleichbaren Bereich. Der fehlende Nachweis einer direkten Korrelation 
zwischen der IW-Konzentration und der Reduktion der ACE-Aktivität lag in der Erweiterung der 
Messpunkte begründet. Zur Bestimmung der ACE-Aktivität wurde das in der Literatur standardmäßig 
verwendete HHL-Testsystem verwendet. Die Assay-Konzentrationen an HHL als Ang I-Analogon 
wurde zu 1,5 mmol/L, was dem durchschnittlichen KM entspricht, und die Konzentration an Plasma zu 
40 bzw. 70 % festgelegt. Eine weitere Steigerung der Plasmakonzentration im Assay war nicht möglich. 
Ursächlich dafür ist die Änderung der Aktivität des ACEs in Abhängigkeit von der eingesetzten Plasma-
konzentration. Mithilfe der domänenselektiven Substrate konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der 
ACE-Domänen von der Plasmakonzentration abhängig ist. Anhand Abbildung 4-18 wird ersichtlich, 
dass die Aktivität zunächst ansteigt und anschließend stark abfällt, wobei die der C-Domäne einer 
stärkeren Beeinflussung als die der N-Domäne unterlag. Grund dafür könnte eine von der 
Plasmakonzentration abhängige Konformation des Plasma-ACEs (Danilov et al. 2016), nachgewiesen 
über die Änderung der Interaktion ausgewählter Antikörper mit den zugehörigen Epitopen innerhalb der 
N- und C-Domäne (Danilov et al. 2016), oder die mit steigender Plasmakonzentration zunehmende 
Inhibierung des ACEs sein. Studien konnten bereits humanes Serumalbumin als endogenen ACE-
Inhibitor nachweisen, wobei die C-Domäne einer stärkeren Beeinflussung als die N-Domäne unterlag 




Abbildung 4-18: Aktivität der Domänen des hACEs in Abhängigkeit der Plasmakonzentration im Assay unter 
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Die Aufnahme von 50 mg IW resultierte in einer maximalen Reduktion der Plasma-ACE-Aktivität um 
11 % (t = 10 min) bzw. 26 % (t = 20 min) bei einer Assay-Plasma-Konzentration von 40 bzw. 70 % 
(Abbildung 4-17). Laut Levitt & Schoemaker (2006) kann sowohl die Verdünnung von Plasmen als 
auch der Einsatz von Substraten, die in Konkurrenz zum aktiven Zentrum treten, zu einer Dissoziation 
vom Inhibitor-Enzym-Komplex führen. Das Ausmaß der Dissoziation ist dabei von der Stärke der 
Affinität der jeweiligen Domäne des ACEs zum Inhibitor abhängig. Liegt eine geringe Bindungsaffinität 
zum Inhibitor vor, so kann dessen Hemmpotential infolge der vermehrten Dissoziation deutlich 
unterschätzt werden. Grundlage für die gemessene Hemmung könnte demnach ein kompetitiver 
Inhibitor sein. Da der IC50-Wert von IW etwa 39 µM beträgt (Khedr et al. 2015), die Plasma-
konzentration an IW jedoch im unteren nanomolaren Bereich liegt, sollte eine direkte Hemmung des 
ACEs durch IW ausgeschlossen und eine IW-induzierte Hemmung des ACEs nach oraler Aufnahme 
von IW angenommen werden. Diese wurde in nachfolgenden Untersuchungen weiter charakterisiert. 
 
4.2.6.2 Untersuchung der domänenselektiven Inhibierung mit Citrat-Plasma 
Chloridabhängige Umsetzung des HHLs durch die Domänen des ACEs 
Erste Indizien für eine IW-induzierte domänenselektive Inhibierung des ACEs könnten aufgrund der 
chloridabhängigen Umsetzung des HHLs über die Variation der Chloridkonzentration im Testsystem 
erhalten werden. Wei et al. (1991) stellten fest, dass besonders die katalytische Aktivität der C-Domäne 
gegenüber der Umsetzung des HHLs mit steigender Konzentration an Chlorid-Ionen erhöht wird. Die 
maximale Umsetzung des HHLs durch die C-Domäne wird dabei bei einer Konzentration von 
800 mmol/L Chlorid erreicht, das Maximum der N-Domäne bereits bei 10 mmol/L. Unter 
physiologischen Bedingungen (100 mmol/L Cl-) ergibt sich somit ein C:N-Verhältnis von etwa 65:35. 
Die Erhöhung der Chloridkonzentration auf 300 bzw. 800 mmol/L verschiebt das Verhältnis zugunsten 
der C-Domäne zu rund 80:20 bzw. größer als 95 %. Das ACE sollte demnach mit steigender Chlorid-
Konzentration bei gleichbleibender Inhibitor-Konzentration stärker durch einen C-selektiven Inhibitor 
gehemmt werden. Im Rahmen der Untersuchungen konnte kein signifikanter Unterschied der ACE-
Aktivitäts-Verläufe in Abhängigkeit der eingesetzten Chlorid-Konzentration verzeichnet werden, was 
nicht für einen kompetitiven C-domänenselektiven Inhibitor spricht.  
Verwendung domänenselektiver Substrate zur Bestimmung der ACE-Aktivität 
Zur weiteren Charakterisierung einer IW-induzierten domänenselektiven Inhibierung des Plasma-ACEs 
wurden die domänenselektiven Substrate Abz-SDK(Dnp)P-OH (N-Domäne) und Abz-LFK(Dnp)-OH 
(C-Domäne) verwendet. Die mithilfe dieser Substrate bestimmten ACE-Aktivitäts-Verläufe sind in 
Abbildung 4-19 dargestellt. Im Gegensatz zur ACE-Aktivitätsbestimmung mittels HHL, konnte unter 
Nutzung der domänenselektiven Substrate keine zeitabhängige Hemmung des Plasma-ACEs 
nachgewiesen werden. Im Gegenteil, es ließ sich tendenziell ein geringer Anstieg der ACE-Aktivität 
über die Zeit vermuten, der jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen als vernachlässigbar 




eingestuft wurde. Es wurde beobachtet, dass unter Verwendung der domänenselektiven Substrate ein 
hoher Schwankungsbereich mit dem Grad der Hämolyse der eingesetzten Plasmen korreliert, was die 
Interpretation der Ergebnisse erschwert. Hurst & Lovell-Smith (1981) konnten zeigen, dass bereits die 
Freisetzung von 1,5 mg/mL Hämoglobin eine ACE-Inhibierung von 10 % auslösen kann. Lokalisiert ist 
der rote Blutfarbstoff in den Erythrozyten, die zu über 43 % im Blut enthalten sind und bei Gewinnung 
des Blutplasmas durch Zentrifugation größtenteils abgetrennt werden. Da der durchschnittliche 
Hämoglobin-Gehalt im Blut jedoch 150 mg/mL beträgt (Schaller et al. 2008), genügt bei vollständiger 
Hämolyse bereits ein Erythrozyten-Gehalt im Blutplasma von kleiner 1 %, um eine Inhibierung des 
ACEs um 10 % zu verursachen. Die Hämolyse der Blutplasma-Proben wird durch mechanische 
Beanspruchung, schlagartigen Temperaturwechsel und erhöhte Drücke begünstigt und ist demnach nur 




Abbildung 4-19: Aktivitätsverläufe der ACE/-Domänen über die Zeit nach oraler Aufnahme von 50 mg IW in 
Citrat-Plasma (40 %), bestimmt bei 37 °C über Abz-SDK(Dnp)P-OH (N-Domäne, schwarz), Abz-LFK(Dnp)-OH 
(C-Domäne, blau) oder HHL (Gesamt-ACE, rot); (n = 2). 
 
 
Die Bestimmung vergleichbarer K'-Werte der domänenselektiven Substrate zum Zeitpunkt t = 0 bzw. 
t = 20 min (Abz-SDK(Dnp)P-OH: t0 min = 21 ± 4 µmol/L und t20 min = 16 ± 3 µmol/L; Abz-LFK(Dnp)-
OH t0 min = 61 ± 8 µmol/L und t20 min = 62 ± 1 µmol/L) bestätigte die Erkenntnisse aus Abbildung 4-19. 
Trotz nahezu gleicher Testbedingungen (Plasmakonzentration/-zusammensetzung, Inkubationsdauer/-
temperatur) zeigten die ACE-Aktivitäts-Verläufe unter Nutzung der verschiedenen Substrate deutliche 
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Unterschiede. Einen Erklärungsansatz könnte die chemische Struktur der Substrate bieten. HHL 
(429 g/mol) als kleines eher polares Peptid steht den großen und hydrophoben domänenselektiven 
Substraten (692 bis 731 g/mol) gegenüber. Anhand der entsprechenden K'-Werte wird ersichtlich, dass 
die Affinität des humanen Plasma-ACEs zu den domänenselektiven Substraten gegenüber HHL deutlich 
erhöht ist (HHL: 1,5 mmol/L; Abz-SDK(Dnp)P-OH: 11 µmol/L, Abz-LFK(Dnp)-OH: 43 µmol/L). Um 
eine Vergleichbarkeit der Testsysteme zu gewährleisten, wurden die Substrate in den jeweiligen K'-
Konzentrationen eingesetzt, was zur Folge hat, dass HHL in deutlich höheren Konzentrationen 
eingesetzt wird. Unter Berücksichtigung der inhibitorischen Aktivität des HLs gegenüber dem ACE 
(vgl. Kap. 4.1.1.4) und der Annahme, dass beide Verbindungen zur Hemmung weiterer Peptidasen 
beitragen könnten, kann vermutet werden, dass im HHL-Testsystem die proteolytische Aktivität des 
Citratplasmas herabgesetzt und somit die Stabilität eines möglichen Inhibitors erhöht wird. Wird 
andererseits von einer über die Inhibierung der C-Domäne vermittelten Dimerisierung des ACEs (vgl. 
Kap. 2.1.1.7) über nicht-kovalente Wechselwirkungen ausgegangen, welche als ACE-Hemmung 
messbar wird (Abbildung 4-17), so könnten die hydrophoben domänenselektiven Substrate eine 
Abschwächung dieser Wechselwirkungen forcieren. Eine ausführliche Erklärung folgt in Kap. 4.2.6.4. 
 
4.2.6.3 Untersuchung der domänenselektiven Inhibierung mit EDTA-Plasma 
EDTA- wird im Gegensatz zu Citratplasma für die Quantifizierung peptidischer Verbindungen genutzt, 
da durch die Komplexierung von Metallionen die enzymatische Aktivität von Metallopeptidasen 
unterbunden wird. Die Komplexierung der Zink-Ionen im aktiven Zentrum des ACEs geht simultan mit 
dem Verlust der katalytischen Aktivität einher. Studien geben die Möglichkeit einer selektiven 
Reaktivierung des ACEs in EDTA-Plasma an (Bünning & Riordan 1985; Buttery & Stuart 1993). Der 
zeitabhängige ACE-Aktivitäts-Verlauf nach der Aufnahme von 50 mg IW wird im Folgenden in 
reaktiviertem EDTA-Plasma untersucht und die Erkenntnisse dem des Citrat-Plasmas gegenübergestellt. 
Charakterisierung von reaktiviertem EDTA-Plasma – EDTAreakt.-Plasma 
Die Methode zur Reaktivierung des ACEs im EDTA-Plasma wurde in Anlehnung an Buttery & Stuart 
(1993) etabliert. Parameter, wie Konzentration (7 und 13 mmol/L) und Art des Reaktivierungsreagenzes 
(Zinksulfat/-chlorid) sowie die Reaktivierungszeit (0 bis 60 min), wurden variiert und die optimierte 
Methode auf ihre Reproduzierbarkeit überprüft (vgl. Kap. 3.2.4.2). Am geeignetsten erwies sich die 
Verwendung von 7 mmol/L Zinkchlorid, was die Erkenntnisse von Buttery & Stuart (1993) bestätigt. 
Sie erzielten mit eine Zinkchlorid-Konzentration von 5, 7 bzw. 10 mmol/L eine Reaktivierung des ACEs 
in EDTA-Plasma von 42, 100 bzw. 90 %. Die angewandten Schritte zur Festlegung der finalen Methode 
werden im Folgenden kurz erläutert. Hinsichtlich der Auswahl der Konzentration des Reaktivierungs-
reagenzes wurde beobachtet, dass die Nutzung von 13 nicht jedoch 7 mmol/L Zinkchlorid zu einem 
weiß-gelblichen Niederschlag im Plasma führte. Als Grund hierfür kann zum einen der durch die 
Chlorid-Ionen ausgelöste Aussalzeffekt der Proteine angesehen werden, dessen Ausmaß mit der 




eingesetzten Salzkonzentration korrelierte. Zum anderen könnte als Ursache auch eine Übersättigung 
der Lösung und somit eine stetige Niederschlagsbildung diskutiert werden. Da Blutplasma zu 90 % aus 
Wasser besteht (Schaller et al. 2008), kann die Löslichkeit des Zinkchlorids im Plasma mit dessen 
Wasserlöslichkeit verglichen werden. Demnach tritt eine Sättigung der Lösung jedoch erst bei einer 
Salzkonzentration von rund 30 mol/L ein (Römpp et al. 1996), sodass eine Übersättigung der Lösung 
durch die Reaktivierung auszuschließen ist. Unterschiede im Proteingehalt wurden durch Bestimmen 
des Proteingehaltes (vgl. Kap. 3.2.4.8) vor und nach Reaktivierung mit den Zinkchlorid-
Konzentrationen von 7 und 13 mmol/L geprüft. Durch Zusatz von 7 mmol/L Zinkchlorid war kein 
signifikanter Unterschied des Proteingehaltes zu verzeichnen. Die Nutzung von 13 mmol/L führte 
jedoch zur Verringerung des Proteingehaltes in reaktiviertem Plasma auf unter 50 %, was mit der 
Niederschlagsbildung korrelierte. Hinsichtlich der ACE-Aktivität bzw. des Inhibierungsverhaltens (vgl. 
Kap. 3.2.4.2) konnte in mit Zinkchlorid oder Zinksulfat (7 mmol/L) reaktiviertem EDTA-Plasma kein 
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 4-20). Die Verwendung von Zinksulfat führte 
jedoch zur Niederschlagsbildung, was wiederum einen Aussalzeffekt widerspiegelt. Im Vergleich zu 
Chlorid übt Sulfat einen stärkeren Aussalzeffekt gegenüber Proteinen aus, was beim Betrachten der 
Hofmeister-Reihe (SO42- > Citrat2- > Tartrat2- > Acetat- > Cl- > NO3- > Br- > I- > CNS-) verdeutlicht wird. 
Der Niederschlag spiegelt hierbei einen Teil der Globulin-Fraktion der Proteine wider. Bereits 1947 
wurde von Kunkel (1947) eine Methode zur Fraktionierung und Bestimmung der Globuline durch 
Zusatz von Zinksulfat beschrieben. Vergleichend zu den Albuminen weisen die Globuline höhere 
Molekülmassen und eine schlechtere Wasserlöslichkeit auf. Das Verhältnis von Albumin zu Globulin 





Abbildung 4-20: Inhibitorische Aktivität von IW (1, 10, 100 µmol/L) in mit Zinkchlorid (grau) oder Zinksulfat 
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Die Reaktivierungszeit zur Generierung von reaktiviertem EDTA-Plasma (EDTAreakt.-Plasma) wurde in 
Abhängigkeit der höchsten relativen Aktivität an ACE-Aktivität auf 5 min festgesetzt. Verglichen mit 
Citrat-Plasma (8 %) ließ sich mit EDTAreakt.-Plasma (14 %) ein vergleichbares Inhibierungsverhalten 
von durchschnittlich 32 ± 2 % für 10 µmol/L IW nachweisen (vgl. Kap. 3.2.4.3). Auch die domänen-
selektive Hemmung von 10 µmol/L IW wies im EDTAreakt.-Plasma (4 %; C-Domäne: 79,6 ± 0,4 %; 
N-Domäne 18,5 ± 0,1 %) eine hohe Vergleichbarkeit zu Citrat-Plasma (4 %; C-Domäne: 76,8 ± 1,3 %; 






Abbildung 4-21: Inhibitorische Aktivität von IW (10 µmol/L) verglichen in reaktiviertem EDTA-Plasma (3,5 %) 
und Citrat-Plasma (4,2 %), bestimmt mittels Abz-SDK(Dnp)P-OH (N-Domäne) und Abz-LFK(Dnp)-OH 
(C-Domäne); (n = 2). 
 
 
Es könnte vermutet werden, dass die in Zinkchlorid enthaltenen Chloridionen die ACE-Aktivität im 
Messsystem beeinflussen. Die Abhängigkeit der ACE-Aktivität von der vorherrschenden Konzentration 
an Chloridionen ist seit Entdeckung des Enzyms bekannt, wobei besonders die Aktivität der C-Domäne 
und dadurch das Verhältnis der Katalyse durch die beiden Domänen beeinflusst wird (Wei et al. 1991). 
Um das physiologische Milieu widerzuspiegeln, wurde im Rahmen der Untersuchungen PBS-Puffer mit 
einer Chlorid-Konzentration von 100 mmol/L verwendet, sodass der Einfluss des Reaktivierungs-
reagenzes (7 mmol/L) vernachlässigbar ist. Deutliche Unterschiede zwischen Citrat- und EDTAreakt.-
Plasma waren hinsichtlich der proteolytischen Aktivität zu verzeichnen. Während im Citrat-Plasma 
(35 %) nach einstündiger Inkubation bei 37 °C kein IW nachgewiesen werden konnte, lag dessen 
Wiederfindung in EDTAreakt.-Plasma (39 %) bei 90 ± 4 %. Im proteolytisch aktiven Citrat-Plasma (37 °C 
für 1 h, 35 % Plasma) führten 10 µmol/L IW lediglich zu einer ACE-Hemmung von etwa 1 %. Im 
EDTAreakt.-Plasma (39 %) hingegen wurde diese zu 27 ± 5 % bestimmt, was nicht nur die selektive 
Reaktivierung des ACEs in EDTAreakt.-Plasma sondern hinsichtlich der proteolytischen Aktivität auch 
dessen deutlichen Vorteil gegenüber der Verwendung von Citrat-Plasma unterstreicht. 
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ACE-Aktivität nach oraler Aufnahme von 50 mg IW in EDTAreakt.-Plasma 
Analog zu den oben dargestellten Untersuchungen mit Citrat-Plasma wurde zunächst die zeitabhängige 
Änderung der ACE-Aktivität in EDTAreakt.-Plasma mit dem Ang-I-Analogon HHL als Substrat und 
anschließend mit den domänenselektiven Substraten Abz-SDK(Dnp)P-OH und Abz-LFK(Dnp)-OH 
untersucht. Der ermittelte Aktivitäts-Zeitverlauf unter Nutzung des HHL-Testsystems ist in Abbildung 
4-22 dem in Citrat-Plasma gegenübergestellt. Es lässt sich erkennen, dass die ACE-Aktivität über die 
Zeit in Citrat- sowie EDTAreakt.-Plasma generell einen analogen Verlauf zeigt. Für beide Plasmen konnte 
eine maximale Reduktion der ACE-Aktivität um etwa 10 % detektiert werden, jedoch unterscheidet sich 
dessen Zeitpunkt (Citrat-: 10 min, EDTAreakt.-Plasma: 30 min). Keiner der beiden Verläufe korrelierte 
mit der Konzentration-Zeitkurve des IWs (Abbildung 4-17). Zum momentanen Zeitpunkt kann keine 






Abbildung 4-22: Verlauf der ACE-Aktivität in Citrat-Plasma (rot) und EDTAreakt.-Plasma (grau) bei einer 
Plasmakonzentration von 40 % über 120 min nach oraler Aufnahme von 50 mg; (n = 2). 
 
   
Analog zum Verhalten im Citrat-Plasma wiesen die domänenselektiven Substrate im EDTAreakt.-Plasma 
ebenfalls eine sehr hohe Standardabweichung auf (Abbildung 4-23). Dennoch wurde ersichtlich, dass 
die Aktivität des Abz-LFK(Dnp)-OH analog zum Citrat-Plasma anfangs tendenziell erhöht war, 
während gegensätzlich zu den Erkenntnissen des Citrat-Plasmas eine Verringerung und damit 
Inhibierung der Umsetzung des Substrates der N-Domäne (Abz-SDK(Dnp)P-OH) erkennbar wurde. Der 
Verlauf der N-Domänenaktivität korrelierte zudem mit der Gesamtaktivität, bestimmt über HHL. 
Aufgrund hämolytischer t0 Plasmen wurde als Bezug der Zeitpunkt t10 gewählt. 
























Abbildung 4-23: Aktivitätsverläufe der ACE-Domänen über die Zeit nach oraler Aufnahme von 50 mg IW in 
EDTAreakt.-Plasma (40 %), bestimmt bei 37 °C über Abz-SDK(Dnp)P-OH (N-Domäne, schwarz), Abz-
LFK(Dnp)-OH (C-Domäne, blau) und HHL (Gesamt-ACE, rot); (n = 2). 
 
 
Da aufgrund des großen Schwankungsbereichs der Messwerte die Aussagekraft der domänenselektiven 
Substrate problematisch erschien, wurde anschließend auf das HHL-Testsystem unter Verwendung der 
domänenselektiven Substrate zurückgegriffen. Diese sollten als kompetitive Inhibitoren – 
Abz-LFK(Dnp)-OH als kompetitiver C- und Abz-SDK(Dnp)P-OH als kompetitiver N-Domänen-
Inhibitor – wirken und die Umsetzung des HHLs in Richtung einer Domäne verschieben, um eine 
Aussage zu erhalten, welche Domäne die Reduktion der ACE-Aktivität des HHLs hervorruft. Das 
EDTAreakt.-Plasma wurde hierfür simultan mit HHL und einem domänenselektiven Substrat inkubiert 
(Abbildung 4-24). Unter Verwendung von Abz-SDK(Dnp)P-OH als kompetitiven N-Domänen-
Inhibitor, müsste die Umsetzung des HHLs in Richtung C-Domäne des ACEs verschoben werden. Da 
der Verlauf der resultierenden ACE-Aktivität jedoch konstant um 100 % verläuft, wurde keine 
zeitabhängige Inhibierung der C-Domäne des ACEs angenommen. Analog müsste unter Verwendung 
von Abz-LFK(Dnp)-OH als kompetitiven C-Domänen-Inhibitor die Umsetzung des HHLs in Richtung 
N-Domäne des ACEs verschoben werden. Der zur HHL-Messung parallele ja sogar verstärkte 
Inhibierungsverlauf lässt annehmen, dass die Ursache die ACE-Hemmung in der Aktivität der 
N-Domäne begründet lag. Die Ergebnisse für die Umsetzung des HHLs in Verbindung mit den 
„kompetitiven“ Inhibitoren bestätigen die Erkenntnisse der Einzelmessung der domänenselektiven 
Substrate (Abbildung 4-23). Die Herleitung der möglichen N-domänenselektiven Hemmung ist 
graphisch in Abbildung 4-25 zusammengefasst.  




























Abbildung 4-24: Aktivitätsverläufe der ACE-Domänen über die Zeit nach oraler Aufnahme von 50 mg IW in 
reaktiviertem EDTA-Plasma (40 %), bestimmt über Hippursäure nach Inkubation mit HHL (rot), HHL und Abz-






Abbildung 4-25: Schematische Darstellung der Herleitung einer IW-induzierten N-domänenselektiven Inhibierung 
des humanen Plasma-ACEs. 
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4.2.6.4 Diskussion zur IW-induzierten Verringerung der ACE-Aktivität  
Mithilfe der oben aufgezeigten Untersuchungen gelang es erstmals, nach oraler Aufnahme von IW, eine 
domänenselektive ACE-Hemmung in vivo nachzuweisen. Mögliche Hintergründe werden im Folgenden 
diskutiert. Kaiser et al. (2016) konnten nur nach oraler Aufnahme von IW nicht aber der Aminosäuren 
Tryptophan und Isoleucin eine Inhibierung des Plasma-ACEs nachweisen. Dipeptide werden schneller 
resorbiert als freie Aminosäuren (Hara et al. 1984), sodass nach IW-Aufnahme eine gesteigerte 
Tryptophankonzentration im Plasma resultierte. Eine ACE-inhibitorische Aktivität von Tryptophan 
sowie dessen Metabolite ist allerdings auszuschließen, da in eigenen Untersuchungen für Serotonin, 
Kynurenin, Tryptamin und Tyramin unterhalb einer Konzentration von 10 µmol/L keine Inhibierung 
des ACEs nachgewiesen werden konnte. Weitere bis dato unbekannte kompetitive Inhibitoren könnten 
eine Rolle bei der ACE-Inhibierung spielen. Des Weiteren könnte die Ursache für die aufgezeigte 
Hemmung in der Konformation des ACEs begründet liegen. Kohlstedt et al. (2006) untersuchten die 
Auswirkung des synthetischen ACE-Inhibitors Ramiprilat auf endotheliales ACE und stellten eine 
Dimerisierung des ACEs fest, welche infolge der Inhibierung der C- nicht jedoch der N-Domäne, auftrat 
(vg. Kap. 2.1.1.7). Das Ausmaß der Dimerisierung korrelierte mit der Konzentration an Inhibitor und 
war auf weitere synthetische ACE-Inhibitoren übertragbar. Strukturen oder Bereiche des ACEs, die für 
die Dimerisierung verantwortlich sind, wurden im Rahmen der Studie nicht geklärt. Zwar konnte bisher 
kein Beweis für eine Verbindung zwischen Dimerisierung und Abspaltung des ACEs gezeigt werden, 
doch ist nicht auszuschließen, dass die Inhibierung der C-Domäne letztlich zu löslichen Plasma-ACE-
Monomeren als auch -Dimeren führt. Wird von einer Dimerbildung über die N-Domäne der ACE-
Moleküle ausgegangen (vgl. Kap. 2.1.1.6), so könnte dies eine Erklärung für die oben dargestellte 
N-domänenselektive Inhibierung sein, induziert durch die Aufnahme von IW. Eine IW-induzierte 
Inhibierung der C-Domäne des membranständigen ACEs könnte analog zu Kohlstedt et al. (2006) als 
Auslöser der Signalkaskade zur Blutdrucksenkung sowie Abspaltung des membranständigen ACEs 
diskutiert werden. Auch eine Konformationsänderung innerhalb eines ACE-Moleküls wäre denkbar. 
Corradi et al. (2006) beschrieben die Flexibilität der Linker-Region zwischen der N- und C-Domäne. 
Dabei besteht die Möglichkeit, dass sich während der Katalyse die Orientierung der Domänen ändert, 
wobei sich die N- der C-Domäne annähern könnte, woraus eine kompaktere Molekülstruktur entsteht, 
die die Zugänglichkeit des aktiven Zentrums der N-Domäne verringert. Ferner wurde eine von der 
Plasmakonzentration abhängige Konformation des Plasma-ACEs nachgewiesen (Danilov et al. 2016), 
weshalb Erkenntnisse unter Nutzung von verdünnten Plasmen kritisch zu hinterfragen sind. Die 
Ergebnisse und aufgezeigten Erklärungsansätze verdeutlichen, dass die Beurteilung der physiologischen 
Wirkung ACE-inhibierender Peptide, nach deren oraler Aufnahme über die Auswertung der Plasma-
Konzentration sowie Plasma-ACE-Aktivität, nicht direkt widergespiegelt werden kann. Die ex vivo 
gemessene Hemmstärke synthetischer proteolysestabiler Inhibitoren nach oraler Aufnahme ist auf deren 
hohe Plasma-Konzentration zurückzuführen, unabhängig von möglichen Konformationsänderungen des 
ACEs zu sehen und damit mit dem physiologischen Verhalten der Peptide ex vivo schlecht vergleichbar. 





Es galt die domänenselektive Inhibierung ausgewählter tryptophan- und tyrosinhaltiger Dipeptide sowie 
von Pflanzen- und Molkenproteinhydrolysaten gegenüber hACE und rACE zu untersuchen. Im Rahmen 
der kinetischen Untersuchung konnte für die C-Domäne des rACE gegenüber dem hACE eine verstärkte 
Bindungsaffinität zum C-domänenselektiven Substrat bestimmt werden, was höchstwahrscheinlich auf 
die differente Aminosäurezusammensetzung der Domänen des ACEs beider Spezies zurückzuführen 
war. Unabhängig von der verwendeten Plasma-Spezies hemmten tryptophanhaltige Dipeptide die 
C-Domäne wirksamer als die N-Domäne mit vergleichbaren Selektivitätsfaktoren, wobei das absolute 
Hemmpotential in humanem Plasma stärker ausgeprägt war. Im Gegensatz dazu wiesen tyrosinhaltige 
Dipeptide gegenüber rACE eine gesteigerte C-Domänenselektivität auf. Pflanzenproteinhydrolysate 
zeigten lediglich unter Verwendung von Ratten- nicht jedoch humanem Plasma ein schwach 
ausgeprägtes C-domänenselektives Verhalten, was mit der erhöhten C-Domänenselektivität der tyrosin-
haltigen Dipeptide gegenüber rACE korrelierte. Molkenproteinhydrolysat zeigte unabhängig von der 
verwendeten Plasma-Spezies die stärkste absolute Hemmwirkung und zugleich höchste C-Domänen-
selektivität. Durch die Butanolextraktion konnte eine weitere Steigerung der C-Domänenselektivität der 
untersuchten Proteinhydrolysate erzielt werden, was die Anreicherung von potenten ACE-
inhibitorischen, insbesondere C-domänenselektiven, Peptiden widerspiegelt. Die Dipeptide IW, VW, 
IY und VY leisteten den größten Beitrag an der C-domänenselektiven Hemmung. Peptide, die einen 
maßgeblichen Anteil an der N-Domänenhemmung der Hydrolysate haben, konnten nicht identifiziert 
werden. In einer orientierenden Studie zum domänenselektiven Verhalten von oral aufgenommen IW 
ließen sich erste Erkenntnisse zu einer möglichen IW-induzierten Änderung der Aktivität der N-Domäne 
des Plasma-ACEs ableiten. Ob für die Reduktion der Plasma-ACE-Aktivität kompetitive Inhibitoren 
verantwortlich sind oder ob sie auf Unterschiede in der Konformation des ACEs zurückzuführen ist, 









4.3 Wechselwirkungen von Dipeptiden mit Cyclodextrinen  
 
In den zwei vorherigen Kapiteln wurde ausführlich dargelegt, dass es sich bei den tryptophan- und 
tyrosinhaltigen Dipeptiden, insbesondere IW, VW, IY und VY, um potente C-domänenselektive ACE-
Inhibitoren handelt, die einen maßgeblichen Beitrag zur ACE-Hemmung von sowohl Pflanzen- als auch 
Molkenproteinhydrolysaten leisten. Die physiologische Wirkung der Peptide in vivo ist jedoch aufgrund 
ihrer proteolytischen Instabilität und damit geringen Bioverfügbarkeit limitiert (Foltz et al. 2007; Kaiser 
et al. 2016). Im Rahmen dieses Teilabschnittes der Arbeit wurde der Einfluss von Cyclodextrinen auf 
die proteolytische Stabilität ausgewählter Dipeptide evaluiert. Dafür wurden zunächst Aminosäure- und 
Dipeptid-Cyclodextrin-Komplexe mittels photometrischer und NMR-Methoden charakterisiert. 
Abschließend wurde in einer orientierenden Studie der Einfluss von Cyclodextrinen auf die Reduktion 
der Bitterkeit von Proteinhydrolysaten, am Beispiel von Reisproteinhydrolysat, überprüft. 
 
4.3.1 Charakterisierung von Cyclodextrin-Komplexen  
Im ersten Schritt galt es die Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Aminosäuren und α-, β- und 
γ-Cyclodextrinen zu charakterisieren. Zur Messung von Bindungskonstanten stehen photometrische 
Methoden, wie UV- und Fluoreszenzmethoden oder die NMR zur Verfügung, wobei erstere die 
Wechselwirkungen zwischen der Aminosäure als gesamtes Molekül und dem Cyclodextrin betrachtet 
und bei der NMR die Möglichkeit der Bestimmung von Bindungskonstanten für jedes einzelne 
Wasserstoffatom des Moleküls besteht (vgl. Kap. 2.2.2.3). Dies ermöglicht die Berechnung spezifischer 
Assoziationskonstanten und liefert somit dezidierte Aussagen zu Bindungsstellen zwischen Aminosäure 
und Cyclodextrin. Über die 2D-NMR lassen sich Erkenntnisse zur Orientierung sowie Wechselwirkung 
des Moleküls mit der Kavität des Cyclodextrins ableiten. 
 
4.3.1.1 Bestimmung von Bindungskonstanten mit UV-Spektroskopie 
Photometrische Methoden liefern erste Informationen zur Wechselwirkung zwischen Cyclodextrinen 
und aromatischen Aminosäuren. Die Abnahme der UV-Absorption mit steigender Cyclodextrin-
Konzentration kann hinweisend als Indiz für die Komplexbildung betrachtet werden (Chokchainarong 
et al. 1992; Shanmugam et al. 2008). Da sich die Extinktionskoeffizienten am Absorptionsmaximum 
von Tryptophan (λ = 280 nm), Tyrosin (λ = 274 nm) und Phenylalanin (λ = 257 nm) im Verhältnis 
27:7:1 verhalten (Plessow 2004), ist diese Methode am besten für Tryptophan geeignet. Zur 
Untersuchung der Komplexierung von Tryptophan wurde α-, β- beziehungsweise γ-Cyclodextrin 
(10 mmol/L) zur Aminosäurelösung (1 mmol/L) gegeben, gefolgt von 24-stündigem Rühren bei 20 ºC 




(vgl. Kap. 3.2.5.1). Im Vergleich zur Tryptophanlösung verringerte sich die UV-Absorption 
(ʎ = 287 nm) um 14 %, 32 % beziehungsweise 21 % für mit α-, β- bzw. γ-Cyclodextrin versetztes 
Tryptophan. Dies deutete eine Komplexbildung an (Chokchainarong et al. 1992; Shanmugam et al. 
2008). Eine Komplexierung von Tryptophan mit α-, β- oder γ-Cyclodextrin konnte damit erstmals 
mittels UV-Spektroskopie vergleichend dargestellt werden. β-Cyclodextrin verursachte die größte 
Abnahme der UV-Absorption und konnte als Cyclodextrin mit der größten Affinität zu Tryptophan 
betrachtet werden. Dies entspricht den Erkenntnissen von Duchene (2011), dass Phenyl-Gruppen 
bevorzugt Komplexe mit β-Cyclodextrin bilden. Die Stöchiometrie der β-Cyclodextrin/Tryptophan-





Abbildung 4-26: Job’s Plot bei ʎ = 280 nm für Tryptophan bei pH 7 nach Interaktion mit β-Cyclodextrin, ΔA = 




Job’s Plots bezeichnen die relative Änderung der Absorptionsdifferenz (ʎ = 280 nm) ohne und nach der 
Zugabe von β-Cyclodextrin gegen das variierende Verhältnis aus Tryptophan und Cyclodextrin, wobei 
die Gesamtkonzentration beider Verbindungen konstant gehalten wurde. Das Maximum der generierten 
Kurve wurde zu 0,5 bestimmt und gibt eine durchschnittliche Komplexstöchiometrie von 1:1 an 
(Abbildung 4-26). Dies bestätigt die Erkenntnisse von Aachmann et al. (2012) und Caso et al. (2015). 
Verschiedene Herstellungsmethoden der Komplexe, die Parameter, wie Dauer des Rührvorgangs, die 
Temperatur als auch eine Ultraschallbehandlung betrafen (vgl. Kap. 3.2.5.1), führten zu keinem 
signifikanten Anstieg der Ausbeute der Komplexbildung zwischen Tryptophan und den verwendeten 
Cyclodextrinen. Für detailliertere Informationen zur Struktur der gebildeten Cyclodextrin-Komplexe 
wurde die NMR-Spektroskopie verwendet. 
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4.3.1.2 Bestimmung von Bindungskonstanten mit NMR-Spektroskopie 
2D-NMR 
Ziel der Verwendung der 2D-NMR, speziell des ROESY-(„rotating frame Overhauser enhancement 
spectroscopy“)-Experimentes, war der Nachweis der Bildung echter Einschlussverbindungen zwischen 
Cyclodextrinen und aromatischen Aminosäuren über die Kopplung räumlich benachbarter Protonen. 
Dies erlaubt Rückschlüsse zur spezifischen Komplex-Struktur. Die Wechselwirkungen der 
Aminosäuren mit der Kavität der Cyclodextrine wurde über die Protonen H3 und H5 verifiziert. 
Beispielhaft sind die Erkenntnisse anhand des ROESY-Spektrums für das Dipeptid WL in Verbindung 
mit β-Cyclodextrin dargestellt (Abbildung 4-27, vgl. Kap. 3.2.5.2). Im ROESY-Spektrum ist zu 
erkennen, dass alle Protonen des Indolringes von Tryptophan, insbesondere Proton b und in geringerem 
Ausmaß die Protonen c und d, in der Kavität des Cyclodextrins mit H5 wechselwirken. Darüber hinaus 
zeigen alle Protonen der Indoleinheit, insbesondere die Protonen a und b, eine starke Wechselwirkung 
mit H3. Mit den Protonen H2 und H4 am Rand der Cyclodextrine konnte keine Wechselwirkung 
beobachtet werden. Tryptophan dringt demnach fast vollständig in die Kavität des Cyclodextrins ein. 
Im Vergleich dazu waren die ROESY-Intensitäten der Protonen der terminalen Methylgruppen von 
Leucin weniger stark ausgeprägt, was auf geringere Wechselwirkungen im Vergleich zu den Protonen 
des Indolringes von Tryptophan schließen ließ. Alle übrigen Protonen der oben genannten Aminosäuren 
trugen nicht oder nur geringfügig zur Wechselwirkung mit Cyclodextrinen bei und wurden aufgrund 
ihrer geringen Relevanz vernachlässigt.  
1D-NMR 
Eindimensionale 1H-NMR-Spektroskopie wurde angewendet, um Assoziationskonstanten Ka für 
einzelne Wasserstoffatome von Tryptophan mit α-, β- und γ-Cyclodextrin im Vergleich zu den 
aromatischen Aminosäuren Tyrosin und Phenylalanin zu berechnen. Dies ermöglichte Aussagen zur 
Komplex-Struktur sowie Affinität der Aminosäureseitenketten zur hydrophoben Kavität von 
Cyclodextrinen. Die Assoziationskonstanten wurden unter der Annahme einer 1:1-Komplex-
stöchiometrie bestimmt (Camilleri et al. 1993; Chatziefthimiou et al. 2017; Fielding 2000; Kahle & 
Holzgrabe 2004; Ramanathan & Prokai 1995). Die Annahme von 1:1-Komplexen ist bei der 
Betrachtung der Protonen der Indoleinheit möglich (Abbildung 4-26). Zur Analyse wurden Lösungen 
mit Tryptophan, Tyrosin oder Phenylalanin (1 mmol/L aufgrund der Nachweisgrenze für die NMR-
Spektroskopie) mit α-, β- oder γ-Cyclodextrin (α/γ: 1 bis 100 mmol/L; β: 1 bis 13 mmol/L aufgrund der 
geringen Wasserlöslichkeit, vgl. Kap. 2.2.2.1) versetzt, für 24 h gerührt, gefriergetrocknet und in 
deuteriertem Wasser aufgenommen (vgl. Kap. 3.2.5.2). Anschließend wurden die Wasserstoffatome des 
aromatischen Anteils der jeweiligen Aminosäure betrachtet, da diese, wie mit den 2D-NMR-Messungen 
für Tryptophan bestätigt, die größte Affinität zu den Protonen H3 und H5 in der Kavität der 
Cyclodextrine aufwiesen.  
 











Abbildung 4-27: ROESY-NMR-Spektrum (A) des Dipeptides WL in Gegenwart von β-Cyclodextrin, (B) 
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Zunächst wurde der Lösungsmittelpeak (D2O) aller Spektren auf 4,8 ppm normiert, um die 
Vergleichbarkeit der Spektren untereinander zu gewährleisten. Bei organischen Lösungsmitteln wird 
Tetramethylsilan (TMS) als Standardsubstanz genutzt, das eine chemische Verschiebung von 0 ppm 
aufweist. Bei wässrigen Lösungsmitteln ist die Verwendung nicht üblich. Zudem kann eine 
Komplexierung durch Cyclodextrine und damit eine Unterquantifizierung der Komplexbildung nicht 
ausgeschlossen werden (Li et al. 1993). Anschließend wurden die Spektren bezüglich der chemischen 
Verschiebung ausgewählter Protonen der komplexierten im Vergleich zur reinen Aminosäure 
ausgewertet. Zur Berechnung der Assoziationskonstanten für jedes Wasserstoffatom wurde die Methode 
nach Benesi-Hildebrand herangezogen. Zur Überprüfung der angewandten Methode wurde ein 
Komplex aus Benzoesäure und α-Cyclodextrin vermessen. Die zugehörigen Assoziationskonstanten des 
Benzolringes wurden zu 450 M-1 bzw. 879 M-1 bestimmt, geben somit eine Wechselwirkung moderater 
Stärke an und sind mit dem Literaturwert von 730 M-1 und 842 M-1 vergleichbar (Terekhova et al. 2011). 
Anschließend wurden die drei aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin auf 
ihre Wechselwirkungen mit α-, β- und γ-Cyclodextrin untersucht. Die jeweiligen Cyclodextrine 
unterscheiden sich im Durchmesser und der Größe ihrer Kavität, weshalb in Abhängigkeit der Größe 
der jeweiligen Aminosäure deutliche Unterschiede in der Stärke der Interaktionen erwartet wurden. Der 
innere Durchmesser von α-, β- und γ-Cyclodextrin beträgt in angegebener Reihenfolge 0,47-0,53 nm, 
0,60-0,65 nm und 0,75-0,83 nm (Szejtli 1998). Für einen Benzolring wird die Länge der C-C-Bindung 
zu etwa 0,14 nm angegeben, die C-H-Bindung zu 0,11 nm (Costain & Stoicheff 1959). Für den 
aromatischen Rest, verdeutlicht anhand des Tryptophans, beträgt daher der Abstand eines Benzolringes 
von a zu b etwa 0,50 nm und von b zu c etwa 0,46 nm. Infolgedessen wurde angenommen, dass sich die 
stärksten Komplexe der aromatischen Aminosäuren mit β- oder γ-Cyclodextrin ergeben. Tryptophan 
drang mit seinem Benzolrest in die Kavität aller untersuchten Cyclodextrine ein, wobei die 
Wechselwirkung mit β-Cyclodextrin im Vergleich zu α- und γ-Cyclodextrin am stärksten ausgeprägt 
war. In Abbildung 4-28 sind die berechneten Assoziationskonstanten für die verschiedenen Protonen 
am Indolring des Tryptophans in Abhängigkeit von α-, β-, γ-Cyclodextrin angegeben. Tryptophan 
tauchte demnach mit dem Benzolrest in die Kavität der verschiedenen Cyclodextrine ein, wobei die 
Wechselwirkung mit β-Cyclodextrin am stärksten war, gefolgt von α- und γ-Cyclodextrin. Mit 
β-Cyclodextrin ließen sich für die Protonen b, c, und d annähernd die gleichen Assoziationskonstanten 
berechnen. Die berechneten Bindungskonstanten deuteten auf schwache Wechselwirkungen hin 
(Acartürk & Çelebi 2011) und die Komplex-Struktur wurde nach Abbildung 4-28 postuliert. Die 
Rangfolge der Stärke der Wechselwirkung einzelner Protonen entspricht den Ergebnissen der 2D-NMR-
Messungen von Aachmann et al. (2012). Bindungskonstanten für einzelne Protonen wurden in dieser 
Studie nicht bestimmt. Akita et al. (2014) untersuchten die Wechselwirkung zwischen Tryptophan und 
glykosyliertem Cyclodextrin 6-O-α-D-Glucosyl-β-Cyclodextrin. Die berechneten Bindungskonstanten 
waren etwa um Faktor 10 niedriger verglichen mit denen in Abbildung 4-28 dargestellten Werten. Im 
Vergleich der ROESY-Spektren zeigt sich, dass die Protonen des Indolringes von Tryptophan außer 




einem nicht mit H3 der Kavität des glykosylierten Cyclodextrins wechselwirken (Abbildung 1-10). 
Gegensätzlich konnte mittels nicht-glykosyliertem β-Cyclodextrin eine gleich starke Interaktion von 
Tryptophan mit H3 und H5 nachgewiesen werden (Abbildung 4-27). Zudem geht die Verwendung von 
glykosyliertem Cyclodextrin mit einer Änderung der Rangfolge der Bindungsstärke der einzelnen 
Protonen der Indoleinheit einher im Vergleich zu den hier aufgezeigten Werten und zu denen von 
Aachmann et al. (2012), die die im Rahmen dieser Arbeit aufgestellte Reihenfolge bestätigen und analog 
mit natürlichem nicht-modifiziertem Cyclodextrin arbeiteten. Der Einfluss der Modifikation von 
β-Cyclodextrin, z.B. Glykosylierung, ist nicht geklärt und könnte zu Unterschieden in der jeweiligen 





Abbildung 4-28: Assoziationskonstanten der Protonen der Aminosäureseitenkette des Tryptophans mit α- (grau), 
β- (schwarz) oder γ- (weiß) Cyclodextrin mittels NMR-Spektroskopie; (n = 3). 
 
 
Aufgrund ihrer räumlichen Nähe könnte die sekundäre Aminogruppe des Indols zur weiteren 
Stabilisierung des Komplexes durch die Wechselwirkung mit der Hydroxylgruppe des äußeren Rings 
des Cyclodextrins beigetragen haben. Nishijo & Tsuchitani (2001) haben bereits gezeigt, dass die 
Carboxyl- und Aminogruppe der Aminosäure mit den Hydroxylgruppen an der Außenseite der Kavität 
von Cyclodextrinen wechselwirken kann. Eine analoge Struktur könnte für den γ-Cyclodextrin-
Komplex abgeleitet werden. Aufgrund des größeren Durchmessers von γ- im Vergleich zu 
β-Cyclodextrin hat Tryptophan jedoch einen größeren Spielraum, sodass die Bindungsaffinität weniger 
stark ausgeprägt ist. Für α-Cyclodextrin zeigten die Protonen c gefolgt von b die größten 
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Assoziationskonstanten. Aufgrund des kleinen Durchmessers der Kavität des α-Cyclodextrins kann der 
Benzolrest nicht so tief in die Kavität eindringen, weshalb die Assoziationskonstanten lediglich durch 
die Wechselwirkungen mit H3 verursacht wurden. ROESY-Messungen bestätigten die geringeren 
Wechselwirkungen zwischen Tryptophan und α-Cyclodextrin. Wie in Abbildung 4-29 dargestellt, 
konnte auch für Tyrosin und Phenylalanin wie erwartet mit β-Cyclodextrin die stärkste Komplexbildung 
nachgewiesen werden. Darüber hinaus könnte die phenolische Hydroxylgruppe von Tyrosin zu einer 
weiteren Stabilisierung des Komplexes durch Bildung von Wasserstoffbrücken mit der Hydroxylgruppe 
des primären Randes der Cyclodextrine nach dessen Eindringen in die Kavität des Cyclodextrins geführt 
haben (Aachmann et al. 2012). Innerhalb der untersuchten Aminosäuren bildeten Tryptophan und 
β-Cyclodextrin die stabilsten Komplexe. Linde et al. (2009) bestimmten die Assoziationskonstanten für 
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin mit α-Cyclodextrin zu 24, 9 und 30 M-1 und mit β-Cyclodextrin 
zu 44, 41 und 28 M-1 über DOSY („diffusion-ordered“) NMR-Spektroskopie. Für β-Cyclodextrin konnte 
demnach die gleiche Tendenz nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur 1H-NMR ergaben die DOSY-
NMR-Messungen geringere Bindungskonstanten, was darauf zurückzuführen ist, dass erstere 
spezifische Protonen und letztere Methode das gesamte Molekül betrachtet. Potentiometrische 
Messungen bestätigen ebenfalls die abnehmende Bindungsaffinität zwischen β-Cyclodextrin und 
Tryptophan gefolgt von Tyrosin und Phenylalanin – Tryptophan (571 M-1) > Tyrosin (180 M-1) > 






Abbildung 4-29: Assoziationskonstanten der Protonen der Aminosäureseitenkette des Phenylalanins und Tyrosins 
mit α- (grau), β- (schwarz) oder γ- (weiß) Cyclodextrin mittels NMR-Spektroskopie; (n = 3). 




























4.3.1.3 Bestimmung von Bindungskonstanten mit Fluoreszenz-Spektroskopie 
Insbesondere für Tryptophan konnten gute Wechselwirkungen mit Cyclodextrinen, speziell 
β-Cyclodextrin, nachgewiesen werden. Fluoreszenzspektroskopie als eine schnelle und kosteneffiziente 
Methode wurde angewendet, um Assoziationskonstanten von Einschlusskomplexen mit Tryptophan 
oder Tryptophan im Dipeptid-Verband zu ermitteln. Die Bindungskonstanten wurden bei verschiedenen 
pH-Werten bestimmt, um das gastrische sowie intestinale Milieu zu simulieren. Durch das Eindringen 
des Indolrestes des Tryptophans in die hydrophobe Kavität des Cyclodextrins ändert sich die Polarität 
der Umgebung des Tryptophans, was letztlich über die Verschiebung der Maxima der 
Tryptophanemissionswellenlänge detektiert werden kann. Das Ausmaß der Verschiebung korreliert 
dabei mit der Komplexstärke. Aufgrund der hohen Sensitivität von Fluoreszenzmessungen wurde die 
Konzentration des Tryptophans in der zu untersuchenden Lösung auf 25 µmol/L reduziert. Die Zugabe 
an Cyclodextrinen lag bei 0 bis 10 mmol/L (vgl. Kap. 3.2.5.1). Die Abnahme der Polarität der 
Umgebung von Tryptophan führte zu einer blauen Verschiebung des ʎmax der Emissionswellenlänge. 
Nach Zugabe von α- oder γ-Cyclodextrin konnte nur eine geringe oder keine Verschiebung der 
Fluoreszenzmaxima von Tryptophan nachgewiesen werden (Abbildung 4-31). Hingegen war eine 
deutliche Verschiebung dessen bei zunehmender β-Cyclodextrin-Konzentration messbar, was die 
Erkenntnisse der UV- und NMR-Messungen bestätigt. Die Assoziationskonstante wurde zu 376 M-1, 
auf Grundlage einer 1:1-Komplexstöchiometrie durch Betrachtung der Indoleinheit (Abbildung 4-26), 
bestimmt (Camilleri et al. 1993; Chatziefthimiou et al. 2017; Fielding 2000; Kahle & Holzgrabe 2004; 
Ramanathan & Prokai 1995). Die Messungen wurden zunächst bei pH 11 durchgeführt, da die unter 
alkalischen Bedingungen vorliegende anionische Form von Aminosäuren aufgrund der Bildung von 
Wasserstoffbrücken mit den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins wechselwirkt und somit höhere 
Assoziationskonstanten resultieren (Costain & Stoicheff 1959; Kahle & Holzgrabe 2004). Bei neutralem 
pH-Wert liegt die Aminosäure in der zwitterionischen Form vor, die stark hydratisiert ist. 
Elektrostatische und Wasserstoffbrückenbindungen dominieren innerhalb der Aminosäure, was zu einer 
verminderten Wechselwirkung mit Cyclodextrinen und somit zu verringerter Komplexstärke führt. Die 
positive Ladung der im sauren Milieu vorhandenen kationischen Form ist elektrostatisch unbedeutend 
und führt ebenfalls zu schwachen Komplexen (Costain & Stoicheff 1959; Kahle & Holzgrabe 2004). 
 
 
Tabelle 4-15: Bindungskonstanten Ka von Tryptophan und tryptophanhaltiger Dipeptide (25 µmol/L) mit β-
Cyclodextrin (1-10 mmol/L) bestimmt mit Fluoreszenz-Spektroskopie ʎex./em. = ʎ295/max in nm; (MW ± SD; n = 3). 
 
 pH 3 pH 7 pH 9 pH 11 
Trp 312 ± 81 322 ± 68 310 ± 24 376 ± 46 
Ile-Trp 496 ± 61 525 ± 91 390 ± 26 / 
Trp-Leu 281 ± 75 307 ± 79 326 ± 24 / 
 






Abbildung 4-30: Job’s Plot bei ʎ = 280 nm die tryptophanhaltigen Dipeptide IW (Kreis) und WL (Dreieck) bei pH 
7 nach Interaktion mit β-Cyclodextrin, ΔA = Absorptionsdifferenz infolge der Zugabe von β-Cyclodextrin, X = 
[Aminosäure/Dipeptid]/[Aminosäure/Dipeptid] + [β-Cyclodextrin]. 
 
 
Anschließend wurde das Komplexbildungsverhalten von Tryptophan im Dipeptidverband mit 
β-Cyclodextrin untersucht – als N-terminale Aminosäure in WL und C-terminale Aminosäure in IW. 
Für Dipeptide, die einen Tryptophanrest enthalten, konnte ebenfalls eine 1:1-Komplexstöchiometrie mit 
β-Cyclodextrin nachgewiesen werden (Abbildung 4-30), weshalb die Bindungskonstanten wiederum 
unter der Annahme von 1:1-Komplexen berechnet wurden (Camilleri et al. 1993; Chatziefthimiou et al. 
2017; Fielding 2000; Kahle & Holzgrabe 2004; Ramanathan & Prokai 1995). Die zugehörigen Job’s 
Plots sind in Abbildung 4-30 dargestellt und entsprechen dem für reines Tryptophan (Abbildung 4-26). 
Die Indoleinheit des Tryptophans ist maßgeblich für die Komplexbildung verantwortlich. Der Einfluss 
der aliphatischen Aminosäuren Leucin und Isoleucin ist bei der Komplexbildung mit α- nicht jedoch β-
Cyclodextrin entscheidend, was in ihrer Größe begründet liegt (Duchene 2011; Linde et al. 2010; Linde 
et al. 2009). Die Bindungskonstanten der tryptophanhaltigen Dipeptide sind in Tabelle 4-15 aufgeführt 
und lagen zu denen von Caso et al. (2015) mittels UV-Messungen ermittelten Werten in einem 
vergleichbaren Bereich. Bei leicht alkalischem pH-Wert (pH 9) konnte für Tryptophan im 
Dipeptidverband eine zu reinem Tryptophan gesteigerte Komplexbildung beobachtet werden. Die pK-
Werte für die α-Carboxyl- und α-Aminogruppe von Tryptophan liegen bei 2,38 und 9,39 (Bent & Hayon 
1975). Die Verknüpfung von zwei Aminosäuren führt zu einer Veränderung der Acidität der freien 
Carboxylgruppe und Basizität der freien Aminogruppe. Die Erhöhung des pks-Wertes der 
Carboxylgruppe führte bei pH 9 zu einem höheren Ausmaß der anionischen Form, die wiederum zu 
einer verstärkten Wechselwirkung mit dem Cyclodextrin beitrug. Unter sauren Bedingungen (pH 3) 
zeigte β-Cyclodextrin gegenüber Tryptophan und N-terminal verknüpftem Tryptophan eine 
gleichwertig geringe Bindungsaffinität. Im Gegensatz dazu konnte für C-terminal gebundenes 

















Tryptophan eine starke Komplexbildung nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass insbesondere 
der Protonierungszustand der Carboxylgruppe ein limitierender Faktor für das Ausmaß der 
Komplexstärke ist. Der Grad der Protonierung der Aminogruppe war nahezu vernachlässigbar. Bei pH 7 
lag die Bindungsstärke in etwa mittig zwischen denen bestimmt unter sauren und alkalischen 
Bedingungen. Die verstärkte Komplexbildung von C-terminalem Tryptophan mit β-Cyclodextrin 
könnte sich vorteilhaft auf eine Stabilisierung strukturell vergleichbarer Dipeptide während der 








Abbildung 4-31: Fluoreszenzänderung von ʎmax des Maximas der Emissionswellenlänge des Tryptophans (ex. 295) 
bei (A) Tryptophan (25 μM) nach Zugabe von α- (Stern), β- (Quadrat) oder γ- (Pentagon) Cyclodextrin unter 
alkalischen Bedingungen pH 11; (B) Tryptophan (25 μM, graue Quadrate) und Dipeptide IW (25 µM, schwarzer 
Kreis) und WL (25 µM, Dreieck) nach Zugabe von β-cyclodextrin bei pH 9 (C) pH 7 (D) pH 3; (n = 3). 
 
 












































































C: CD with W, IW, WL; pH 7 D: CD with W, IW, WL; pH 3
B: CD with W, IW, WL; pH 9A: W with CD; pH 11A: W mit α-, β-, γ-CD; pH 11 B: β-CD mit , I , L; p   
D: β-CD mit , I , L; p   C: β-CD mit , I , L; pH 7 
Δ ʎmax 
Δ ʎmax Δ ʎmax 
Δ ʎmax 
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4.3.2 Cyclodextrine und proteolytische Stabilität von Dipeptiden  
Die Komplexierung hydrolyselabiler aber hydrophober Verbindungen mit Cyclodextrinen kann zu einer 
Steigerung ihrer gastrointestinalen Stabilität und demnach Bioverfügbarkeit führen (Garcia-Fuentes et 
al. 2006), wobei das Verhältnis zwischen Cyclodextrin und Gast, welches oftmals deutlich zugunsten 
des Cyclodextrins liegt, beachtet werden sollte. Zudem ist die Stärke der Wechselwirkung als 
limitierender Faktor anzusehen. Ist sie zu schwach, führt die Verdünnung durch den Verdauungssaft zu 
einer Dissoziation der Einschlussverbindungen, wodurch der proteolytische Schutz nicht mehr gegeben 
ist. Ist sie zu stark, gelangen die Komplex-Verbindungen bis in den Colon. Erst da resultiert folglich die 
Freisetzung aufgrund des bakteriellen Abbaus der Cyclodextrine. Cyclodextrine bilden mit den 
Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin schwache Komplexverbindungen (vgl. Kap. 
4.3.1.2), sodass eine vollständige Freisetzung im Intestinum angenommen werden kann. Der Einfluss 
von Cyclodextrinen wurde im Folgenden auf die proteolytische Stabilität der ACE-inhibitorischen 
Dipeptide IW, VW, IY und VY einzeln oder im Hydrolysatverband des Reis- und Molkenproteines 
untersucht. 
 
4.3.2.1 Proteolytische Stabilität von Cyclodextrinen 
Für einen stabilisierenden Effekt müssen Cyclodextrine selbst stabil gegenüber gastrointestinalen 
Verdauungsenzymen sein. Cyclodextrin hydrolysierende Amylasen befinden sich sowohl im Speichel 
als auch im Darm als Bestandteil von Pankreatin (Löffler et al. 2007). Methodische Parameter sind Kap. 
3.2.6.1 zu entnehmen. Nach 30-minütiger Inkubation der Cyclodextrine (10 mg/mL) im Speichel bei 
37 °C betrug der Gehalt an α-Cyclodextrin 101 ± 8 % und an β-Cyclodextrin 86 ± 10 %. Für 
β-Cyclodextrin konnte demnach eine leichte Abnahme des Gehaltes detektiert werden. Die 
enzymatische Aktivität unterlag tagesabhängigen Schwankungen, was die hohen Standard-
abweichungen erklärt. γ-Cyclodextrin konnte nicht wiedergefunden werden, was mit dessen Instabilität 
korrelierte (Kondo et al. 1990). Der simulierte Magenverdau (2 h bei 37 °C und pH 2) spielte weniger 
hinsichtlich eines enzymatischen Abbaus als vielmehr aufgrund des niedrigen pH-Wertes und einer 
möglichen säurekatalysierten Hydrolyse eine Rolle. Nach zweistündigem Magenverdau wurde die 
Wiederfindung der Cyclodextrine (10 mg/mL) zu etwa 92 ± 4 % bestimmt (α-: 87 ± 6 %, β-: 92 ± 3 %, 
γ-Cyclodextrin: 96 ± 3 %). Der geringe Abbau lässt sich auf eine schwache säureinduzierte Hydrolyse 
zurückführen. Unter intestinalen Bedingungen (2 h bei 37 °C und pH 7,5) waren α- (97 ± 1 %) als auch 
β-Cyclodextrin (98 ± 1 %) ausgesprochen stabil, hingegen lag der Restgehalt des γ-Cyclodextrins bei 
unter 1 %. γ-Cyclodextrin war demnach instabil gegenüber Speichel- und Pankreas-Amylasen, was die 
Erkenntnisse von Kondo et al. (1990) bestätigte. Infolge der nachgewiesenen Stabilität als auch 
vergleichsweise hohen Komplexstärke mit aromatischen Aminosäuren (vgl. Kap. 4.3.1.2) bietet 
β-Cyclodextrin das höchste Potential zur Stabilisierung der tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptide.  
 





4.3.2.2 Proteolytische Stabilität von Dipeptiden  
Die Untersuchungen zur simulierten Verdauung wurden in Anlehnung an DIN 19738 (2004) und Lunow 
et al. (2013) durchgeführt. Die proteolytische Aktivität der Verdauungsenzyme (Pepsin, Trypsin, 
Pankreatin) wurde mit dem Azocasein-Test bestimmt (vgl. Kap. 3.2.6.1), um eine reproduzierbare 
Aktivität im Assay zu gewährleisten. Unter gastrischen Bedingungen wurde für die ausgewählten 
Dipeptide, analog Foltz et al. (2009),  kein Abbau detektiert. Ein proteolytischer Abbau von Dipeptiden 
ist aufgrund der Spaltspezifität der Aspartatprotease Pepsin zu vernachlässigen. Ein leerer Magen kann 
infolge der Salzsäure-Sekretion einen pH-Wert von 2,0 annehmen. Jedoch wurde auch ein säure-
induzierter Abbau ausgeschlossen, da in einem Vorversuch das einstündige Erhitzen von VY und IW 
im Magensaft ohne Enzym bei gleichem pH zu keinem Abbau der Dipeptide führte. Physiologisch 
begünstigt ein niedriger pH-Wert die Denaturierung von Nahrungsproteinen und keinen nennenswerten 
Peptidabbau (Rehner & Daniel 2010; Foltz et al. 2009). Die intestinalen Serinproteasen Trypsin und 
Chymotrypsin, Endopeptidasen zur Spaltung innerhalb von Oligo- und Polypeptiden (Behrends et al. 
2016), sind ebenfalls hinsichtlich eines Dipeptidabbaus zu vernachlässigen, was eine Inkubation der 
Dipeptide in Vorversuchen zeigte. Verantwortlich für den proteolytischen Abbau der Dipeptide sind 
nachweislich die im Pankreatin enthaltenen Enzyme (Foltz et al. 2009), sodass sich die folgenden 
Untersuchungen auf die Nutzung von Pankreatin beschränken. In Anlehnung an Lunow et al. (2013) 
wurde zunächst eine 2 % (w/v) Peptidlösung und ein E/S-Verhältnis von 9 % gewählt. Nach einer sechs-
stündigen Inkubationszeit in simuliertem Darmsaft wurde kein Abbau der Peptide festgestellt. Dies steht 
im Widerspruch zu den Ergebnissen von Foltz et al. (2009), die für Dipeptide eine hohe proteolytische 
Instabilität nachwiesen. Es ist davon auszugehen, dass die im Testsystem genutzte Konzentration an 
Dipeptiden (ca. 30 mmol/L) eine Inhibierung der Verdauungsenzyme hervorruft. Bei den pankreatischen 
Enzymen handelt es sich um die Carboxypeptidase A und B und Aminopepeptidase (Behrends et al. 
2016). Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen für diese Enzyme keine Studien zur Inhibierung durch die 
genutzten Dipeptide vor. Obgleich deren Motiv strukturell abweicht, zählen Carboxypeptidasen, wie 
Thermolysin, zu den Zinkbindenden Metallopeptidasen (Vallee & Auld 1990). Für Thermolysin gibt es 
Studien, die zeigen, dass IY und VY bzw. IW mit IC50-Werten im nano- bzw. unteren mikromolaren 
Bereich potente Inhibitoren darstellen (Khan et al. 2012). Eine Inhibierung der Pankreas-Enzyme war 
daher zu vermuten. Um Aussagen zur Stabilität der Dipeptide zu erhalten, wurde in weiteren Versuchen 
bei gleichbleibendem E/S-Verhältnis von 9 % die Dipeptidkonzentration auf 250 µmol/L reduziert. Wie 
Abbildung 4-32 zu entnehmen ist, besaßen die untersuchten Dipeptide eine geringe Stabilität gegenüber 
Pankreasenzymen. Mit Ausnahme von VY, das einem starken Abbau unterlag und nicht mehr 
nachweisbar war, betrug die Wiederfindung der Dipeptide nach 1 bzw. 4 h weniger als 20 bzw. 1 %. In 
Abhängigkeit der Primärsequenz erwies sich IW am hydrolysestabilsten gefolgt von IY, VW und VY 
in angegebener Reihenfolge, was die Ergebnisse von Enari et al. (2008) und Foltz et al. (2009) bestätigte.  





Abbildung 4-32: Gehalt an den Dipeptiden IW, IY, VW und VY nach 1 h simulierter intestinaler Verdauung (SIV) 
pur (grau) und mit β-Cyclodextrin (rot) sowie nach 4 h SIV pur (grau, gestreift) und mit α- (weiß, gestreift), β- 
(rot, gestreift) bzw. γ- (dunkelgrau, gestreift) Cyclodextrin; n.n.: nicht nachweisbar. 
 
 
Im physiologischen System spielen neben den Verdauungsenzymen mucosale Peptidhydrolasen eine 
Rolle, die im oben genannten System nicht betrachtet werden. Auch ein proteolytischer Abbau im Mund 
kann nicht ausgeschlossen werden (vgl. Kap. 5.1.1). Die Erkenntnisse korrelieren mit der für Peptide 
diskutierten geringen Bioverfügbarkeit von weniger als 1 % (Kaiser et al. 2016; van der Pijl et al. 2008). 
Anschließend wurde der Einfluss des Zusatzes von α- und γ- beziehungsweise β-Cyclodextrin (1 %; 
10 mg/mL) auf die proteolytische Stabilität der Dipeptide (250 µmol/L) untersucht. Wie in Abbildung 
4-32 dargestellt und Tabelle 4-16 zu entnehmen, konnte der Gehalt an IW, IY und VW nach 
einstündigem Darmverdau durch den Zusatz von β-Cyclodextrin um den Faktor 2 erhöht werden. Nach 
vierstündigem Darmverdau betrug der Faktor durchschnittlich 4 für β-Cyclodextrin und knapp 2 für α- 
und γ-Cyclodextrin. VY ist hydrolyselabil und kann bereits nach einstündiger Verdauung nicht mehr 
nachgewiesen werden. Durch die Zugabe von β-Cyclodextrin konnte die Wiederfindung des VY 
gesteigert werden. Mit β-Cyclodextrin konnte demnach für die Dipeptide die höchste Stabilisierung 
erzielt werden, was in Abhängigkeit der berechneten Assoziationskonstanten erwartet wurde (vgl. Kap. 
4.3.1.2, Abbildung 4-28). Mit 10 mg/mL Cyclodextrin lag das Verkapselungsagens bezogen auf 
250 µmol/L (≈ 0,08 mg/ml) Dipeptid im deutlichen Überschuss vor. Um den Einfluss des Zusatzes von 
Cyclodextrin zu untersuchen, wurde die Cyclodextrin-Konzentration bei einstündigem intestinalen 
Verdau variiert. Während die Halbierung der Cyclodextrin-Konzentration (5 mg/mL) im Vergleich zur 
Verdauung des reinen IWs zu keiner Steigerung der Stabilität führte, konnte mit dessen Verdopplung 
(20 mg/mL) eine weitere Steigung um Faktor 4 erreicht werden. Da jedoch bereits bei dem Einsatz von 
























10 mg/mL ein Verhältnis von Dipeptid zu Cyclodextrin von 1:130 vorlag, ist die Sinnhaftigkeit einer 
weiteren Erhöhung des Cyclodextrin-Gehaltes kritisch zu hinterfragen. Unabhängig von der 
Verkapselung der Dipeptide können hydrophobe Aminosäurereste innerhalb der Sequenz von 
Peptidasen ebenso Komplexe mit Cyclodextrinen bilden, was zu einer Konformationsänderung oder 
sterischen Hinderung seines aktiven Zentrums und somit zur Reduktion seiner proteolytischen Aktivität 
führen kann. Für Chymotrypsin konnte bereits eine verringerte Aktivität nach Zugabe von modifiziertem 
β-Cyclodextrin nachgewiesen werden (Irie 1999). Es lässt sich schlussfolgern, dass ausschließlich durch 
den Einsatz von β-Cyclodextrin die proteolytische Stabilität von VY, IY, VW und IW gesteigert werden 
kann. Die Wirkung ist jedoch als gering einzuschätzen, was höchstwahrscheinlich auf die Dissoziation 
der gebildeten Dipeptid-Cyclodextrin-Komplexe durch die Verdünnung mit Verdauungssaft begründet 
lag. Cyclodextrine können ferner durch die Komplexierung von Membranlipiden die Struktur und 
Fluidität von Biomembranen verändern, was die para- oder transzelluläre Resorption und damit die 
Bioverfügbarkeit von Peptiden auf eine andere Weise verbessern könnte (Li et al. 2018; Uekama 2004). 
 
4.3.2.3 Proteolytische Stabilität von Dipeptiden im Proteinhydrolysatverband 
Synthetisierte tryptophan- und tyrosinhaltige Dipeptide sind nach derzeitigem Recht nicht als 
Lebensmittelzutat zugelassen (VO (EU) 2017/2470). Sie können jedoch als Bestandteil von Protein-
hydrolysaten über die Ernährung aufgenommen werden. Die proteolytische Stabilität der Dipeptide IW, 
VW, IY und VY wurde im Hydrolysatverband des Molken- und Reisproteins untersucht. In Anlehnung 
an Lunow et al. (2013) wurde erneut zunächst eine 2 % (w/v) Hydrolysatlösung und ein E/S-Verhältnis 
von 9 % gewählt. Unter den genannten Bedingungen konnte zwar ein Abbau der Dipeptide im Molken- 
nicht jedoch im Reisproteinhydrolysat beobachtet werden, was die höhere Stabilität der Dipeptide in 
dem Pflanzenproteinhydrolysat unterstreicht. Um einen Abbau der Dipeptide zu forcieren, wurden die 
Testparameter hinsichtlich Hydrolysatkonzentration und E/S-Verhältnis modifiziert. Schließlich konnte 
durch Verwendung einer 0,5 % (w/v) Proteinlösung und Verdopplung des E/S-Verhältnisses auf 18 % 
ein Abbau der Dipeptide herbeigeführt werden. Zur Vergleichbarkeit wurde das Molkenprotein-
hydrolysat unter den optimierten Bedingungen verdaut. Die Stabilität der untersuchten Dipeptide in den 
Proteinhydrolysaten ist in Abbildung 4-33 graphisch dargestellt. Im Gegensatz zu Lunow et al. (2013), 
die die Wiederfindung des IWs im Molkenproteinhydrolysat nach sechsstündiger Verdauung zu 60 % 
bestimmten, lag diese im Rahmen dieser Untersuchungen lediglich bei etwa 20 %, was aufgrund des 
höheren E/S-Verhältnisses zu erwarten war. VY wurde erstmalig im Molkenproteinhydrolysat 
untersucht und ist mit einem Restgehalt von etwa 5 % deutlich instabiler als IW, was die Ergebnisse der 
simulierten Verdauung der einzelnen Peptide bestätigt (Abbildung 4-32). Im Vergleich dazu, wiesen die 
Dipeptide im Reisproteinhydrolysat eine deutlich höhere Stabilität auf. Analog zum Molkenprotein-
hydrolysat handelte es sich bei VY um das hydrolyselabilste Dipeptid. In Abhängigkeit der Aminosäure-
zusammensetzung ließ sich anhand der erhaltenen Ergebnisse für C-terminale Tyr-Dipeptide eine 
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tendenziell geringere Hydrolysestabilität ableiten, wobei die N-terminale Aminosäure von großer 
Bedeutung ist. Während VW im Einzelversuch eine verringerte Stabilität als IW aufwies, war im 
Hydrolysatverband eine deutliche Steigerung zu verzeichnen, die im Bereich des IWs lag. Die Stabilität 
der Dipeptide im Hydrolysatverband ist nur bedingt vergleichbar, da sie nicht ausschließlich auf deren 
Primärsequenz rückführbar ist, sondern zusätzlich vom Gehalt des jeweiligen Dipeptides im Hydrolysat 
beeinflusst wird. Dies ist beispielhaft für IW dargestellt. Die Ausgangsgehalte der untersuchten 
Dipeptide in den Hydrolysaten sind Tabelle 4-10 zu entnehmen. Im Molkenproteinhydrolysat unterlag 
IW (10,7 mg/g) nach sechsstündiger Hydrolyse einem deutlichen Abbau von 80 %. Dies entsprach 
einem Gehalt von 2,1 mg/g. Im Reisproteinhydrolysat hingegen wurde IW (0,4 mg/g) zu lediglich 20 % 
abgebaut, sodass sich der Gehalt auf 0,3 mg/g verringerte. Analog wies Reisproteinhydrolysat deutlich 
höhere Gehalte an tyrosinhaltigen Dipeptiden auf, welche anschließend einem stärkeren Abbau durch 
Proteasen unterlagen, sodass IY innerhalb des Hydrolysates einem stärkeren prozentualen Abbau im 
Vergleich zum VW unterlag. Während IW das mengenmäßig bedeutendste Dipeptid im Molkenprotein-
hydrolysat darstellt und zu etwa 7 mg/g bestimmt wurde, liegt der Gehalt an tryptophanhaltigen 
Dipeptiden im Reisproteinhydrolysat mit durchschnittlich 0,2 mg/g deutlich darunter, was in der 
Heterogenität des Peptidspektrums des Reisproteinhydrolysates begründet lag. Analog dazu lagen die 
tyrosinhaltigen Dipeptide durchschnittlich bei 1 mg/g, während das im Molkenproteinhydrolysat am 





Abbildung 4-33: Gehalt an den Dipeptiden IW, IY, VW und VY im Molkenproteinhydrolysat (MPH) bzw. 
Reisproteinhydrolysat (RPH) nach 2 h (grau) bzw. 6 h (grau, gestreift) simulierter intestinaler Verdauung; (n = 3). 
 
































Aufgrund der hohen Konzentration der Dipeptide im Molkenproteinhydrolysat und der damit 
verbundenen erhöhten Wechselwirkungen mit den eingesetzten Verdauungsenzymen resultierte deren 
verstärkter Abbau. Wie bereits für das Molkenproteinhydrolysat gezeigt wurde (Lunow et al. 2013), ist 
die Freisetzung der Peptide durch die Enzyme des Pankreas aus dem Rohprotein vernachlässigbar. Eine 
vorherige Hydrolyse der Proteine zur Freisetzung ausgewählter Dipeptide ist daher zwingend 
notwendig. Der Einfluss der Zugabe von Cyclodextrinen (1 %; 10 mg/mL) zu den Proteinhydrolysaten 
im Verhältnis 2:1 wurde im Folgenden evaluiert (Abbildung 4-34). Die Zugabe von α- und 
γ-Cyclodextrin sowohl zum Molken- als auch Reisproteinhydrolysat führte zu keiner Steigerung der 
proteolytischen Stabilität der Dipeptide. Mit β-Cyclodextrin hingegen konnte die proteolytische 
Stabilität, insbesondere der mengenmäßig am stärksten vertretenen Dipeptide in den Hydrolysaten 
(MPH: IW und VY; RPH: VY und IY), um bis zu 50 % nach sechsstündiger Verdauung erhöht werden. 
Dies bestätigte wiederum die Erkenntnisse der photometrischen Methoden und NMR-Spektroskopie, 
dass β-Cyclodextrin mit aromatischen Aminosäuren am stärksten wechselwirkt und somit die stabilsten 
Komplexe ausbildet. Anhand der Ergebnisse kann ein großes Potential zur Erhöhung der proteolytischen 
Stabilität und damit Bioverfügbarkeit der jeweiligen Dipeptide unter Verwendung von mit 
β-Cyclodextrin angereicherten Hydrolysaten abgeleitet werden. Im Vergleich zur Steigerung der 
proteolytischen Stabilität der reinen Dipeptide und der Dipeptide im Hydrolysatverband ist die 
Steigerung der proteolytischen Stabilität der ausgewählten Dipeptide jedoch als gering einzustufen. Ein 
weiterer Vorteil der Hydrolysatmatrix liegt in dem hohen Gehalt kurzkettiger Peptide und Aminosäuren, 
die laut Shiraga et al. (1999) das PepT1-Gens innerhalb der Enterozyten aktivieren und so die 
Transkription von PepT1-Transportern initiieren, was zu einer gesteigerten Bioverfügbarkeit der 
potenten Peptide beitragen kann. 
 
 
Tabelle 4-16: Dipeptidgehalte in % nach 6 h simulierter intestinaler Verdauung einzeln oder innerhalb vom 
Molken- und Reisproteinhydrolysat mit α-, β- oder γ-Cyclodextrin, bezogen auf ct=0h; (MW ± SD; n = 3). 
 
  - α β γ 
 
IW      1.1 ± 0.3 1.8 ± 0.5 3.4 ± 0.8 0.9 ± 0.2 
VW 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.1 1.2 ± 0.3 1.1 ± 0.4 
IY 0.5 ± 0.2 0.9 ± 0.3 2.3 ± 0.6 1.0 ± 0.2 
VY 0 ± 0 0 ± 0 0.4 ± 0.2 0 ± 0 
MPH 
IW 19 ± 1 20 ± 1 30 ± 1 21 ± 1 
VY 3 ± 1 4 ± 1 6 ± 2 3 ± 1 
RPH 
IW      78 ± 9 77 ± 8 76 ± 2 67 ± 1 
VW 77 ± 5 82 ± 9 83 ± 3 73 ± 2 
IY 65 ± 5 63 ± 4 69 ± 2 57 ± 5 
VY 13 ± 3 13 ± 1 21 ± 1 12 ± 1 






Abbildung 4-34: Gehalt an IW, IY, VW und VY im Molkenproteinhydrolysat (MPH) bzw. Reisproteinhydrolysat 
(RPH) nach 2 h (grau) bzw. 6 h (grau, gestreift) simulierter intestinaler Verdauung mit α- (weiß), β- (rot) bzw. γ- 
(dunkelgrau) Cyclodextrin; (n = 3). 
 
 
4.3.3 Einfluss von Cyclodextrinen auf die Bitterkeit vom Reisproteinhydrolysat 
Proteinhydrolysate weisen einen bitteren Geschmack auf, der durch hydrophobe kurzkettiger Peptide 
und aromatische Aminosäuren verursacht wird (Leksrisompong et al. 2012) (vgl. Kap. 2.2.2.5). 
L-Tryptophan beispielsweise weist lediglich einen um Faktor 5 geringeren Bittergeschmack als Coffein 
auf (Belitz et al. 2008). Studien haben ergeben, dass die Stärke der ACE-inhibitorischen Aktivität von 
Dipeptiden mit deren Hydrophobizität und Bitterkeit korreliert (Pripp & Ardö 2007). Die in Kapitel 
4.3.1.2 nachgewiesene Komplexierung aromatischer Aminosäuren insbesondere mit β-Cyclodextrin 
könnte somit zur Verringerung des Bittergeschmacks und damit zu einer sensorischen Verbesserung der 
Proteinhydrolysate führen. Der Einfluss von α-, β- und γ-Cyclodextrin auf die Bitterkeit von 
Reisproteinhydrolysat, als Stellvertreter für die untersuchten Pflanzenproteinhydrolysate, wurde 
untersucht (vgl. Kap. 3.3.1). Den Panelteilnehmern wurden sieben verschiedene Lösungen in zufälliger 
Reihenfolge gereicht – reine Reisproteinhydrolysatlösungen (5 % w/v) und Hydrolysatlösungen, die 
entweder 3 % oder 5 % α-, β- oder γ-Cyclodextrin enthielten. Diese sollten anschließend in Abhängigkeit 
ihrer bitteren Geschmacksintensität von mehr zu weniger bitter geordnet werden. Die Rangordnungs-
prüfung wurde in Anlehnung an DIN ISO 8587:2010-08 (2010) durchgeführt. Zur Auswertung der 






























Rangordnungsprüfung wurde der Friedman-Test bei vollständigem Blockplan durchgeführt. Dieser Test 
vergleicht die Rangsummen der untersuchten Proben. Die Rangsumme einer Probe ergibt sich aus dem 
durch die Prüfpersonen zugeordneten Rang (1 -7) für diese Probe. Basierend auf den berechneten 
Rangsummen wurde die Bitterkeit der Lösungen in absteigender Reihenfolge folgendermaßen bestimmt 
(CD – Cyclodextrin):  
 
5 % β-CD > 3 % β-CD > 5 % γ-CD > 3 % γ-CD > 5 % α-CD > 3% α-CD > reines Hydrolysat 
 
Der berechnete FTest-Wert (40) lag über dem F-Wert, berechnet nach DIN ISO 8587:2010-08 (2010), 
bei einem Signifikanzniveau von 0,01 (15,79). Daher muss die Nullhypothese zurückgewiesen werden, 
und es konnte geschlussfolgert werden, dass die sieben Stichproben mit einem Fehlerrisiko von weniger 
als 1 % als unterschiedlich wahrgenommen wurden. Daran schloss sich die Berechnung der LSD an 
(„Least Significant Difference“), um signifikante Unterschiede zwischen den Probelösungen zu 
identifizieren. Der bittere Geschmack der Hydrolysatlösungen, die 3 % und 5 % β- oder 5 % 
γ-Cyclodextrin enthielten, war hoch signifikant (p < 0,01) unterschiedlich im Vergleich zum reinen 
Hydrolysat. Die Probelösung, die 5 % β-Cyclodextrin enthielt, war hoch signifikant unterschiedlich im 
Vergleich zur 3 % γ-, 5 % α- und 3% α-Cyclodextrin-Probelösung. Die Probe, die 3 % β-Cyclodextrin 
enthielt, war signifikant verschieden (p < 0,05) zu den 3 % γ- und 5 % α-Cyclodextrin-Probelösungen. 
Die γ-Cyclodextrin-Proben zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den 
α-Cyclodextrin-Proben und die α-Cyclodextrin-Proben zeigten keine signifikanten Unterschiede zur 
reinen Hydrolysat-Lösung. Darüber hinaus konnte innerhalb einer Art von Cyclodextrin keine 
signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Die Ergebnisse erlauben eine Abschätzung der Eignung 
der Cyclodextrine zur Verringerung des Bittergeschmacks von Pflanzenproteinhydrolysaten. 
β-Cyclodextrin konnte als das zur Reduktion der Bitterkeit von Proteinhydrolysaten am wirksamste 
Cyclodextrin betrachtet werden, was die Erkenntnisse von Linde et al. (2009, 2010) zur Untersuchung 
von Sojaproteinhydrolysat-Lösungen (vgl. Kap. 2.2.2.5) bestätigt. Für γ-Cyclodextrin konnte erstmals 
eine Verringerung des Bittergeschmacks von Pflanzenproteinhydrolysaten gezeigt werden. Der Einfluss 
von β-Cyclodextrin wird höher als der von γ-Cyclodextrin eingeschätzt. α-Cyclodextrin zeigt innerhalb 
der untersuchten Cyclodextrine den geringsten Effekt. Die Ergebnisse der sensorischen Studie 
korrelieren mit den oben aufgeführten Erkenntnissen aus den photometrischen und den NMR-
Messungen. Aus diesen ließ sich schlussfolgern, dass aromatische Aminosäuren mit Cyclodextrinen 
Komplexe bilden können, wobei für die aromatischen Aminosäuren mit β-Cyclodextrin die stärksten 
Wechselwirkungen nachgewiesen werden konnten. Zwar zeigt die durchgeführte Sensorikstudie zur 
Abschätzung der Verringerung des Bittergeschmacks des Reisproteinhydrolysates, dass die 
Geschmackswahrnehmung durch die Zugabe von Cyclodextrinen positiv beeinflusst werden kann, doch 
kann mit der gewählten Methode kein direkter Zusammenhang zwischen der Komplexierung von 
Peptiden, die aromatische Aminosäuren enthalten, und der Abnahme der Bitterkeit gezeigt werden. Das 
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Verkosten 1 %-iger Cyclodextrin-Lösungen hatte gezeigt, dass der Süßgeschmack in der Reihenfolge 
β- > γ- > α-Cyclodextrin abnimmt. Die Verringerung der Bitterkeit könnte demnach eine Folge der 
Maskierung des Bittergeschmacks durch den Süßgeschmack der Cyclodextrine sein. Die durch die 
Sensorik gewonnenen Erkenntnisse, dass β-Cyclodextrin am besten und α-Cyclodextrin am wenigsten 
geeignet ist, die Bitterkeit des Proteinhydrolysates zu verringern, entsprach somit der Tendenz der 
Süßkraft. Um nähere Informationen zum Mechanismus der Geschmacksverbesserung beziehungsweise 
zum Einfluss des vom Cyclodextrin ausgehenden Süßgeschmacks zu erhalten, könnte eine Verkostung 
von isosüßer Hydrolysat-Saccharose-Lösung durchgeführt werden. Verringert die β-Cyclodextrin-
Hydrolysat-Lösung den Bittergeschmack signifikant im Vergleich zur isosüßen Hydrolysat-Saccharose-
Lösung, könnte dies auf den Einfluss der Komplexierung hindeuten.  
 
4.3.4 Zusammenfassung 
Aromatische Aminosäuren, insbesondere Tryptophan, zeigen mit α-, β- und γ-Cyclodextrin schwache 
Wechselwirkungen, wobei β-Cyclodextrin zu den stabilsten Komplexen mit Assoziationskonstanten bis 
zu 600 M-1 führte. Für Tryptophan innerhalb eines Dipeptidverbands konnte eine weitere Steigerung der 
Komplexbindungsstärke erreicht werden, insbesondere wenn sich Tryptophan in C-terminaler Position 
befand, was den Einfluss der Protonierung der Carboxylgruppe im Gegensatz zum Protonierungszustand 
der Aminogruppe bestätigt. Während der simulierten gastrointestinalen Verdauung konnte für die 
untersuchten Peptide ein starker proteolytischer Abbau gezeigt werden. Sowohl die Zugabe von 
β-Cyclodextrin aber insbesondere innerhalb einer Hydrolysatmatrix konnte die Wiederfindung der 
Dipeptide deutlich gesteigert werden. β-Cyclodextrin war ebenso unter gastrointestinalen Bedingungen 
stabil und ist daher als Additiv geeignet. Neben der Applikation der potenten ACE-inhibitorischen 
Peptide innerhalb eines Hydrolysatverbandes könnte die simultane Gabe von Cyclodextrinen die 
Resorptionsrate der Peptide verbessern. Darüber hinaus konnte durch die Zugabe von β-Cyclodextrin 
eine signifikante Verringerung der Bitterkeit des Reisproteinhydrolysates erzielt werden, was zu einer 
Steigerung der sensorischen Akzeptanz von Proteinhydrolysaten beitragen kann. 
 
  





4.4 Charakterisierung der antioxidativen Aktivität von Pflanzen- 
im Vergleich zu Molkenproteinhydrolysaten  
 
Die in Pflanzenproteinhydrolysaten enthaltenen Peptide können nicht nur physiologisch wirken und 
damit einen positiven Beitrag zur Gesundheit leisten (Kitts & Weiler 2003) sondern simultan über ihre 
radikalabfangenden sowie chelatierenden Eigenschaften als Antioxidans zur Erhöhung der sensorischen 
Qualität und damit Lagerstabilität von Lebens- und Futtermitteln beitragen (Sarmadi & Ismail 2010). 
Antioxidantien wirken der Lipidperoxidation und damit der Ranzigkeit von Lebens- und Futtermitteln 
entgegen und unterbinden somit unerwünschte Veränderungen hinsichtlich Farbe, Aroma und Viskosität 
(Samaranayaka & Li-Chan 2011; Frankel 1980; Robards et al. 1988; Gülçin 2012; Shahidi & Zhong 
2015). Der Nutzung natürlicher Alternativen gilt zurzeit ein großes Interesse, wobei neben Toco-
pherolen aus Ölen und Ölsaaten, Ascorbinsäure, Flavonoiden und Carotenoiden aus Obst und Gemüse 
und phenolischen Verbindungen aus Gewürzen und Kräutern – der Extrakt aus Rosmarin (E 392) ist 
bereits als Antioxidations- und Konservierungsmittel nach Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 über 
Lebensmittelzusatzstoffe zugelassen (VO (EG) 1333/2008) – auch für Proteinhydrolysate ein 
antioxidatives Potential diskutiert wird (Pokorný 1991; Samaranayaka & Li-Chan 2011). 
 
4.4.1 Antioxidative Aktivität in vitro  
Die antioxidative Aktivität verschiedener Pflanzenproteine (Reis, Soja, Erbse und Weizen) und des 
Molkenproteins wurde nach zweistufiger Chymotrypsin/Thermolysin (C/T)- sowie einstufiger Alcalase- 
und Thermolysin-Hydrolyse mittels DPPH- und ABTS-Assay überprüft. Zur Bestimmung der 
antioxidativen Aktivität in vitro finden verschiedene Testsysteme Verwendung, die sich in Abhängigkeit 
der zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen unterscheiden (vgl. Kap. 2.3.2.2). Die mittels eines 
Assays bestimmte antioxidative Aktivität gilt demnach spezifisch für eine bestimmte chemische 
Reaktivität (vgl. Kap. 2.3.2.1) und drückt daher lediglich einen Teil der „gesamten“ antioxidativen 
Aktivität aus (Huang et al. 2005). 
 
4.4.1.1 DPPH-Assay 
Zur ersten Abschätzung der antioxidativen Wirksamkeit von Proteinhydrolysaten findet häufig das 
DPPH-Assay Anwendung (Sheih et al. 2009; Dong et al. 2012; L. Zhang et al. 2010; Dong et al. 2011; 
Peng et al. 2009; Zhu et al. 2006; Zhu et al. 2008; Zhao, Xiong, et al. 2012; Al-Shamsi et al. 2017; Li et 
al. 2008; Peng et al. 2010). DPPH• ist ein stabiles und dunkelviolettes Radikal, das bei der Zugabe eines 
Antioxidans reduziert wird. Die Bildung des reduzierten DPPHH geht mit einer verringerten Absorption 
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einher, die photometrisch detektierbar ist. DPPH• kann sowohl durch einen Wasserstoffatomtransfer als 
auch über eine Reduktion deaktiviert werden, weshalb dieses Assay die beiden antioxidativen 
Mechanismen HAT und ET betrachtet (vgl. Kap. 2.3.2.2).  
Synthetische Antioxidantien 
Zur Überprüfung der synthetischen Antioxidantien Trolox, BHT und Ascorbylpalmitat wurde die 
Methode nach Brand-Williams et al. (1995) gewählt. Das DPPH-Radikal sowie die zu untersuchenden 
Verbindungen wurden in Ethanol gelöst, für 30 min inkubiert, anschließend die Absorption bei ʎ520 nm 
vermessen und IC50-Werte berechnet (vgl. Kap. 3.2.7.1). Anhand dieser (Tabelle 4-17) ließ sich für die 
synthetischen Antioxidantien folgende Reihenfolge der antioxidativen Kapazität darstellen: Trolox 
(IC50 = 18,2 μmol/L) ~ Ascorbylpalmitat (IC50 = 19,4 μmol/L) > BHT (IC50 = 91,5 μmol/L) im Verhältnis 
1:1:5 beziehungsweise unter Betrachtung der Massen: Trolox (IC50 = 4,6 μg/mL) > Ascorbylpalmitat 
(IC50 = 8,0 μg/mL) > BHT (IC50 = 20,2 μg/mL) demnach 1:2:4. Die ermittelten IC50-Werte lagen im 
Bereich derer, die in der Literatur angegeben sind (Hu et al. 2004; Fujinami et al. 2001; Pourmorad et 
al. 2006). Geringe Unterschiede können infolge variierender Lösungsmittel (EtOH/MeOH/%-wässrig) 
sowie molarer Verhältnisse der Reaktionspartner auftreten (Zheng et al. 2015). 
Aminosäuren und Proteinhydrolysate 
Hinsichtlich der Aminosäuren wurde sich anhand von Struktur-Wirk-Beziehungen (vgl. Kap. 2.3.3.1) 
auf Tryptophan, Tyrosin und Cystein fokussiert. Die Bestimmung der antioxidativen Aktivität dieser 
Aminosäuren sowie der C/T-Proteinhydrolysate aus Reis und Molke erfolgte nach der Methode von 
Zheng et al. (2015). Die Aminosäuren und Hydrolysate wurden in PBS-Puffer (pH 7,4) gelöst, mit 
ethanolischer DPPH-Lösung versetzt, 30 min inkubiert und anschließend die Absorption bei ʎ = 530 nm 
detektiert (vgl. Kap. 3.2.7.1). Für Cystein wurde der IC50-Wert zu 80 µmol/L bestimmt und lag im 
Bereich der Literatur mit 101 µmol/L (Yamaguchi et al. 1998). Ergebnisse im wässrigen DPPH-Assay 
können einer Beeinflussung vom verwendeten Puffer sowie dem eingestellten pH-Wert unterliegen 
(Zheng et al. 2015). Für Tryptophan und Tyrosin konnte erst ab einer Konzentration von 2,5 mmol/L 
eine Radikal-deaktivierende Aktivität von bis zu 23 % und 12 % ermittelt werden. Eine weitere 
Erhöhung der Konzentration war aufgrund der eingeschränkten Löslichkeit beider Aminosäuren nicht 
möglich. Dass das DPPH-Assay lediglich eine Empfindlichkeit gegenüber Cystein aufweist, steht in 
Übereinstimmung mit den Erkenntnissen von Zheng et al. (2015). Für die C/T-Proteinhydrolysate aus 
Molke und Reis wurden die IC50-Werte zu 4,4 und 4,9 mg/mL bestimmt. In der Literatur liegen keine 
direkten Daten zum Vergleich vor. Hu et al. (2004) bestimmten den IC50-Wert für fermentierten 
Sojabohnenextrakt zu 7 mg/mL und Alashi et al. (2014) für Rapsproteinhydrolysat zu durchschnittlich 
1 mg/mL. Al-Shamsi et al. (2017) ermittelten die DPPH-Radikalfänger-Aktivität für Kamelmilch-
hydrolysat zu 15 bis 25 µmol TE/g Hydrolysat und Zhu et al. (2008) für Maishydrolysat zu 45 µmol 
TE/g Hydrolysat. Analog berechnete Werte liegen für das C/T-Reis- und Molkenproteinhydrolysat bei 
9 und 8 µmol TE/g Hydrolysat und damit in einer vergleichbaren Größenordnung.  




Tabelle 4-17: IC50-Werte synthetischer und natürlicher Antioxidantien mittels DPPH-Assay (MW ± SD; n = 3). 
 
 IC50  
 µmol/L µg/mL Referenz  
Trolox 18 ± 1,2 4,6 ± 0,3 4,6 µg/mL (Hu et al. 2004) 
Ascorbylpalmitat 19 ± 0,5 8,0 ± 0,2 29 µmol/L (Fujinami et al. 2001) 
BHT 91 ± 1,6 20 ± 0,4 55 µg/mL (Pourmorad et al. 2006) 
  mg/mL   
Trolox 38  -  
L-Cystein 80  101 µmol/L (Yamaguchi et al. 1998) 
C/T-Reisproteinhydrolysat  4,4 -  
C/T-Molkenproteinhydrolysat  4,9 -  
 
 
Da lediglich für Cystein eine antioxidative Aktivität im DPPH-Assay nachgewiesen werden konnte, 
wurde dessen Gehalt in den Hydrolysaten mit den zugehörigen Hemmstärken verglichen. Die Gehalte 
betrugen für Molken- bzw. Reisprotein nach enzymatischer Hydrolyse etwa 3,1 bzw. 0,9 %. Der höhere 
Gehalt im Molkenprotein spiegelt nicht den ermittelten IC50-Wert wider. Vorversuche mit cystein-
haltigen Lösungen ließen erkennen, dass die Aminosäure rasch zum Cystin oxidiert und somit inaktiv 
vorliegt. Zheng et al. (2015) bewerten das DPPH-Assay zur Bestimmung der antioxidativen Aktivität 
von Proteinhydrolysaten und Aminosäuren kritisch, da das antioxidativ wirkende Cystein nicht die 
gesamte antioxidative Aktivität von Proteinhydrolysaten widerspiegelt. Des Weiteren begünstigen 
basische Bedingungen sowie die Anwesenheit basischer Aminosäuren die Deprotonierung des DPPHH 
zum DPPH--Anion (pKa 8,6) und beeinflussen damit negativ die photometrische Messung bei 520 nm 




Abbildung 4-35: Absorptionsspektren von Trolox (···), DPPH• (−), DPPH-H (---) in einer 1:1 Ethanol/Puffer (pH 
7,4)-Lösung und DPPH-H (− −) in gleicher Lösung aber pH 8,4 (Friaa & Brault 2006). 




Zur weiteren Charakterisierung der antioxidativen Wirksamkeit synthetischer und natürlicher 
Antioxidantien sowie von Aminosäuren und Proteinhydrolysaten wurde das ABTS-Assay verwendet, 
bei dem analog zum DPPH-Assay die Radikaldeaktivierung über den Wasserstoffatom- sowie 
Elektronentransfer verlaufen kann (vgl. Kap. 2.3.2.2). Das ABTS-Assay basiert auf der Methode von 
Re et al. (1999). ABTS•+ besitzt eine türkise Färbung. Die Zugabe einer Antioxidanslösung zum ABTS•+ 
bewirkt eine Absorptionsabnahme, die photometrisch bei einer Wellenlänge von 734 nm bestimmt wird. 
Synthetische und natürliche Antioxidantien 
Untersucht wurde die antioxidative Aktivität der synthetischen Antioxidantien BHT, Ascorbylpalmitat, 
Propyl- und Octylgallat sowie der natürlichen Antioxidantien α-Tocopherol, Ascorbinsäure, Glutathion 
sowie Quercetin, als Vertreter der Polyphenole. Lipophile Substanzen wurden in Ethanol, hydrophile in 
Puffer (7,4) gelöst, mit ABTS•+ versetzt und der Absorptionsverlauf über 60 min detektiert (vgl. Kap. 
3.2.7.2). Zur Vergleichbarkeit wurden die Werte auf Trolox bezogen, welches als Referenz im lipophilen 
und hydrophilen System mitgeführt wurde. Die antioxidativen Aktivitäten, ausgedrückt als IC50- in 
µg/mL bzw. TE-Wert in µg Trolox/µg Antioxidans, sind in Tabelle 4-18 gelistet. Anhand der TE-Werte 
ergab sich folgende Reihenfolge der Antioxidantien mit abnehmender Aktivität: Quercetin >> 
Propylgallat > BHT > Octylgallat > Ascorbinsäure > Ascorbylpalmitat > α-Tocopherol > Glutathion. 
Die TE-Werte sind mit den Literaturwerten vergleichbar (Kranl et al. 2005; Re et al. 1999). Geringfügige 
Unterschiede können in variierenden Messbedingungen insbesondere des festgelegten Messzeitpunktes 
begründet liegen, der für langsame und schnelle Reaktionskinetiken einer Anpassung bedarf. Eine kurze 
Inkubationszeit (5-10 min) wird zunehmend kritisiert, da langsam verlaufende Reaktionsmechanismen 
zur Beurteilung der antioxidativen Aktivität unberücksichtigt bleiben (Huang et al. 2005). Beispielhaft 
wird für Quercetin und BHT, bedingt durch unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten des HAT- 
und ET-Mechanismus, eine zeitabhängige antioxidative Aktivität beschrieben. Für Polyphenole oder 
Glutathion werden zweistufige Mechanismen diskutiert, da ihre Reaktionsprodukte, teilweise über 
andere Mechanismen, ebenfalls antioxidativ wirken (Apak et al. 2016b).  
 
 
Tabelle 4-18: Antioxidative Aktivität ausgewählter synthetischer und natürlicher Antioxidantien, ausgedrückt als 
IC50- in µg/mL und TE-Wert in µg Trolox/µg Antioxidans; (MW ± SD, n = 3). 
 
 IC50 TE  IC50 TE 
BHT 2,6 ± 0,1 3,0 α-Tocopherol 14,7 ± 0,2 0,5 
Propylgallat 1,9 ± 0,1 3,4 Ascorbinsäure 4,8 ± 0,1 1,4 
Octylgallat 3,4 ± 0,2 2,2 Glutathion 10,5 ± 0,2 0,5 
Ascorbylpalmitat 7,1 ± 0,2 1,0 Quercetin 0,9 ± 0,1 7,4 




Die natürlichen Antioxidantien Ascorbinsäure, Glutathion und α-Tocopherol wiesen eine im Vergleich 
zu den synthetischen Antioxidantien geringere antioxidative Aktivität auf (Tabelle 4-18). Beim ABTS-
Assay erfolgt die Radikaldeaktivierung sowohl über den Wasserstoffatom- als auch Elektronentransfer, 
jedoch wird vermutet, dass letzterer dominierend für die Reduktion des ABTS•+ ist (Tian & Schaich 
2013; Apak et al. 2016b). Ascorbinsäure, Glutathion und α-Tocopherol fangen Radikale hingegen 
prädominant über den Wasserstoffatomtransfer (HAT) ab (Galano & Alvarez-Idaboy 2013), sodass die 
antioxidative Aktivität dieser natürlichen Antioxidantien durch das ABTS-Assay schlechter 
widergespiegelt wird. Unter der Verwendung des ORAC-Assays, das zu den HAT-basierten Assays 
zählt, könnten demnach höhere antioxidative Aktivitäten nachgewiesen werden (vgl. Kap. 2.3.2.2). Für 
die synthetischen Antioxidantien Propylgallat, BHT, Octylgallat und Ascorbylpalmitat ist auffällig, dass 
deren antioxidative Aktivität mit steigender Molmasse sinkt. Dies kann in der schlechteren 
Zugänglichkeit der Antioxidantien zum Radikal aufgrund der Anwesenheit sperriger Ringsubstituenten 
begründet liegen (Apak et al. 2016b). Quercetin wies mit Abstand die höchste antioxidative Aktivität 
im ABTS-Assay auf, was auf die Anwesenheit der fünf Hydroxygruppen zurückzuführen ist (Abbildung 
4-36), die einen mehrfachen Wasserstoffatomtransfer auf die Radikale ermöglichen. Die hohe 
antioxidative Aktivität der Polyphenole im Vergleich zu den Vitaminen C und E (Ascorbinsäure und 
α-Tocopherol) konnte bereits für die einzelnen Verbindungen sowie als Bestandteil eines Lebensmittels 
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Aminosäuren und Dipeptide 
Zum Vergleich der antioxidativen Wirksamkeit sind in Tabelle 4-19 die IC50-Werte in µg/mL und die 
TE-Werte in µg Trolox/µg Antioxidans von Tryptophan und Tyrosin denen der synthetischen und 
natürlichen Antioxidantien gegenübergestellt. Die TE-Werte für Tryptophan, Tyrosin und Cystein 
wurden zu 3,4, 5,7 und 0,24 μmol Trolox/μmol Aminosäure bestimmt, was deren hohes antioxidatives 
Potential verdeutlicht. Die TE-Werte für Tryptophan und Tyrosin sind mit denen von Zheng et al. (2016) 
vergleichbar (Trp und Tyr zu 3,5 und 5,9 μmol Trolox/μmol Aminosäure). Der des Cysteins war um 
Faktor 4 geringer, was auf dessen zunehmende Oxidation während der Lagerung zurückzuführen ist. 
 
 
Tabelle 4-19: Antioxidative Aktivität ausgewählter synthetischer und natürlicher Antioxidantien und Tryptophan 
und Tyrosin, ausgedrückt als IC50- in µg/mL bzw. TE-Wert in µg Trolox/µg Antioxidans; (MW ± SD, n = 3). 
 
 IC50 TE  IC50 TE 
BHT 2,6 ± 0,1 3,0 α-Tocopherol 14,7 ± 0,2 0,5 
Propylgallat 1,9 ± 0,1 3,4 Ascorbinsäure 4,8 ± 0,1 1,4 
Octylgallat 3,4 ± 0,2 2,2 Glutathion 10,5 ± 0,2 0,5 
Ascorbylpalmitat 7,1 ± 0,2 1,0 Quercetin 0,9 ± 0,1 7,4 
Tyrosin 0,8 ± 0,1 7,9 Tryptophan 1,2 ± 0,1 4,2 
 
 
Mit Ausnahme von Quercetin konnte für Tryptophan sowie Tyrosin die vergleichsweise höchste 
antioxidative Aktivität ermittelt werden. Beide Aminosäuren besitzen demnach ein hohes Potential der 
Lipidperoxidation entgegenzuwirken. Zheng et al. (2016) untersuchten tryptophan- und tyrosinhaltige 
Dipeptide und konnten zeigen, dass einerseits die antioxidative Wirkung der Aminosäure im 
Dipeptidverband im Vergleich zur reinen Aminosäure sank und andererseits Tryptophan und Tyrosin 
am N-Terminus von Dipeptiden zu durchschnittlich höheren antioxidativen Aktivitäten führen. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Abnahme der antioxidativen Wirksamkeit von Tyrosin und 
Tryptophan innerhalb eines Dipeptidverbands bestätigt werden (Tabelle 4-20). Dies korreliert ferner mit 
der verbesserten antioxidativen Aktivität von fraktionierten < 3 kDa Hydrolysaten (Alashi et al. 2014; 
Athira et al. 2015). Im Gegensatz zu den Studien von Zheng et al. (2016) konnten, repräsentativ 
untersucht für sechs Dipeptide, keine bedeutsamen Unterschiede hinsichtlich der antioxidativen 
Aktivität zwischen N- und C-terminalen tryptophan- und tyrosinhaltigen Dipeptiden nachgewiesen 
werden. Ein Erklärungsansatz könnte im gewählten Messzeitpunkt liegen, der in den vorliegenden 
Untersuchungen auf 60 min und von Zheng et al. (2016) auf 30 min festgesetzt wurde. Aus der 
kontinuierliche Messung der Reduktion der Absorption nach Zugabe der Aminosäuren zum ABTS•+ 
wurde ersichtlich, dass höhere Konzentrationen an Tryptophan bzw. Tyrosin bis zu etwa 40 min bzw. 
80 min antioxidativ wirken.  





Tabelle 4-20: Vergleich der antioxidative Kapazität von Tryptophan und Tyrosin sowie tryptophan- und 
tyrosinhaltiger Dipeptide mit den Werten von Zheng et al. (2016); (MW ± SD, n = 3). 
 
  Antioxidative Kapazität TE [µmol Trolox/µmol Dipeptid] 
 Tyr Tyr-X X-Tyr 
Tyr − X
X − Tyr⁄  Trp Trp-X X-Trp 
Trp − X
X − Trp⁄  
Zheng et al. (2016) 5,9 3,6 ± 0,6 0,9 ± 0,9 4,1 3,5 1,9 ± 0,6 0,9 ± 0,8 2,1 




Verdeutlicht wird dies anhand der Unterschiede in den bestimmten TE-Werten bei 30 und 60 min zu 3,2 
und 3,4 µmol Trolox/µmol Tryptophan und zu 4,8 und 5,7 µmol Trolox/µmol Tyrosin. Der TE-Wert 
des Tyrosins unterliegt damit einer stärkeren Beeinflussung durch den gewählten Messzeitpunkt. Die 
prozentuale Steigerung des TE-Wertes vom Messzeitpunkt bei 30 zu 60 min betrug für die tryptophan- 
bzw. tyrosinhaltigen Dipeptide durchschnittlich 7 bzw. 12 %, wobei keine Unterschiede zwischen den 
Sequenzisomeren beobachtet werden konnten. Die Radikaldeaktivierung durch Tryptophan und Tyrosin 
ist an einen mehrstufigen Mechanismus geknüpft (Abbildung 4-37), da die entstandenen 
Aminosäureradikale weiterreagieren können, was zu neuen Oxidationsprodukte führt, von denen 







Abbildung 4-37: Exemplarisch dargestellter Reaktionsweg für Tryptophan und Tyrosin nach der Reaktion mit 
ABTS•+ nach Zheng et al. (2016). 
 
 
Die Oxidation von Tryptophan und Tyrosin erfolgt über verschiedene Reaktionswege (Åkerström et al. 
2007; Criado et al. 1998; Davies 2003; J. M. Dyer et al. 2006; Jolon M Dyer et al. 2006; Plowman et al. 
2013). Für Tryptophan werden zwei Hauptwege diskutiert, zum einen über Hydroxytryptophan, Inter-
mediate zu Chinon-analogen Verbindungen und zum anderen über N-Formylkynurenin, Intermediate 
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zu Kynurenin-Derivaten. Für Tyrosin wird als dominierendes Abbauprodukt 3,4-Dihydroxy-
phenylalanine (L-Dopa) beschrieben, welches eine gegenüber Tyrosin gesteigerte antioxidative 
Aktivität aufweist (Gülçin, 2007). In Bezug auf die Struktur-Wirkbeziehung tyrosinhaltiger Dipeptide 
kann vermutet werden, dass die selektive Bildung des Reaktionsproduktes L-Dopa zur erhöhten 
antioxidative Aktivität von Dipeptiden mit N-terminalem Tyrosin führt. Während die konzentrations-
abhängige Zugabe von Tryptophan und tryptophanhaltiger Dipeptide lediglich zu Entfärbung der 
ABTS•+-Lösung führte, konnte für Tyrosin und tyrosinhaltige Dipeptide eine Verfärbung der 
Reaktionslösung beobachtet werden. Für Tyrosin und Dipeptide mit N-terminalem Tyrosin war diese 
orange und für Dipeptide mit C-terminalem Tyrosin lila. Abbildung 4-38 illustriert die Abhängigkeit 
der Farbentwicklung am Beispiel der beiden Dipeptide Tyr-Gly und Gly-Tyr. Aus den den Proben 
zugehörigen Absorptionsspektren konnten nach Reaktion mit ABTS•+ für das Tyr-Gly bei etwa 475 nm 
und für das Gly-Tyr bei etwa 560 nm neu gebildete Banden detektiert werden. Åkerström et al. (2007) 
wiesen bei der Reaktion eines Glykoproteins mit ABTS•+ die Bildung eines violetten Chromogens mit 
einem Absorptionsmaximum bei 550 nm nach und konnten nach dessen Isolierung die violette Farbe 
auf die Reaktion oxidierter Tyrosylreste mit dem ABTS•+ und anschließender Ausbildung einer 
kovalenten Bindung zurückführen. Die Bildung des violettfarbenen Chromogen unterliegt einem 
zweistufigen Reaktionsmechanismus. Beim Oxidationsprodukt von Tyr-Gly könnte es sich um ein 
Cyclisierungsprodukt des Tyrosin-Restes mit dem N-Terminus des Dipeptides handeln. In der Literatur 
wird für Dopachrom, das Cyclisierungsprodukt des L-DOPA, ein Absorptionsmaximum von 475 nm 



















Abbildung 4-38: ABTS-Assay mit den Dipeptiden Tyr-Gly und Gly-Tyr nach 1h Reaktion. 
 





Aktuell gibt es einige Studien, die sich mit der antioxidativen Aktivität von Proteinhydrolysaten unter 
Verwendung des ABTS-Assays auseinandersetzen (Oh et al. 2013; Žilić et al. 2012; Zhu et al. 2017; 
Athira et al. 2015; Alashi et al. 2014; Al-Shamsi et al. 2017; Coscueta et al. 2016; Zhu et al. 2008; Wang 
& Xiong 2005). Im Rahmen dieses Teiles der Arbeit wurden Proteinhydrolysate aus Molke, Reis, Soja, 
Erbse und Weizen, hergestellt mittels zweistufiger Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin (CT) 
oder einstufiger Hydrolyse mit Alcalase (A) und Thermolysin (T) auf ihre antioxidative Aktivität 
untersucht. Die ermittelten IC50-Werte in µg/mL sowie Trolox-Äquivalente TE in µg Trolox/µg 
Hydrolysat bzw. Protein sind in Tabelle 4-21 angegeben. Verglichen mit dem nativen Protein konnte 
für das Molkenproteinhydrolysat eine Steigerung der antioxidativen Aktivität um Faktor 7 und für das 
Reisproteinhydrolysat um Faktor 118 bis 141 erzielt werden. Dies weist insbesondere für das 
Pflanzenprotein die Notwendigkeit einer hydrolytischen Spaltung zur Freisetzung des antioxidativen 
Potentials nach und entspricht Athira et al. (2015), die für Alcalase-hydrolysiertes Molkenprotein eine 
Steigerung des TE-Wertes um Faktor 10 erreichten. Der Einfluss der verwendeten Hydrolyseform 
erwies sich als gering. Die IC50-Werte für die C/T-, A und T-Hydrolysate lagen durchschnittlich bei 41, 
44 und 38 µg/mL. Die Hydrolyse mit Thermolysin führte zu den tendenziell wirksamsten Hydrolysaten, 
gefolgt von C/T und Alcalase. Mit Thermolysin hydrolysiertes Reisprotein erwies sich somit als das 




Abbildung 4-39: Antioxidative Aktivität in µg Trolox/µg Antioxidans von Reis- und Molkenprotein sowie 
Pflanzen- und Molkenproteinhydrolysaten, hydrolysiert mittels Chymotrypsin/Thermolysin (schwarz), Alcalase 
(weiß) oder Thermolysin (grau); (n = 3). 
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Die TE-Werte lagen in einem zur Literatur vergleichbaren Bereich (Molkenprotein(P)/-hydrolysat(H) 
(Alcalase) 0,05/0,30 µg Trolox/µg P bzw. H (Athira et al. 2015), SojaP/-H (Corolase PP) 0,05/0,25-0,75 
µg Trolox/µg P bzw. H (Coscueta et al. 2016), Kartoffel-H (Alcalase) 0,50 µg Trolox/µg H (Wang & 
Xiong, 2005), Mais-H (Alcalase) 0,60 µg Trolox/µg H (Zhu et al., 2008) und Raps-H (Alcalase) 15-20 
µg/mL (Alashi et al. 2014), (vgl. Kap. 2.3.3.2)).  
 
 
Tabelle 4-21: Antioxidative Aktivität von Pflanzenprotein- und Molkenproteinhydrolysaten, hydrolysiert mittels 
Chymotrypsin/Thermolysin C/T, Alcalase A oder Thermolysin T, ausgedrückt als IC50 in µg/mL bzw. TE in µg 
Trolox/µg Antioxidans; (MW ± SD; n = 3). 
 
 C/T-H A-H T-H Protein 
 IC50 TE IC50 TE IC50 TE IC50 TE 
Molke 40,1 ± 1,3 0,17 43,5 ± 4,2 0,16 38,9 ± 5,7 0,18 287 ± 10 0,014 
Reis 31,2 ± 4,1 0,21 33,3 ± 2,8 0,21 26,9 ± 2,1 0,24 3793 ± 499 0,001 
Soja 41,9 ± 0,9 0,17 42,1 ± 0,9 0,17 38,8 ± 1,4 0,17   
Erbse 45,0 ± 0,5 0,16 47,1 ± 1,8 0,16 40,0 ± 0,6 0,18   




Reisprotein bzw. -hydrolysat enthielt mit 7,1 g pro 100 g Protein bzw. 4,3 bis 5,1 g pro 100 g Hydrolysat 
(A < CT < T) die höchste Menge an Tyrosin (Tabelle 4-5, Tabelle 4-6). Molkenprotein bzw. -hydrolysat 
hingegen wies mit 3,3 g pro 100 g Protein bzw. 2,8 g pro 100 g Hydrolysat geringere Tyrosin-Gehalte 
auf. Die Gehalte an Tryptophan lagen mit 1,2 bzw. 2,4 g pro 100 g Reis- bzw. Molkenhydrolysat unter 
denen des Tyrosins (Tabelle 4-6). Unter der Annahme, dass Tryptophan und Tyrosin einen 
maßgeblichen Anteil an der antioxidativen Aktivität der Proteinhydrolysate im ABTS-Assay leisten, 
wurden Standardmixe aus diesen Aminosäuren für das C/T-Reis- und C/T-Molkenproteinhydrolysat auf 
Grundlage äquivalenter Gehalte am jeweiligen IC50-Wert hergestellt und auf ihre antioxidative Aktivität 
untersucht. Aus den ermittelten IC50- bzw. TE-Werten (Tabelle 4-22) ließ sich erkennen, dass die 
Standardmixe deutlich stärker ABTS-Radikale abfangen als die entsprechenden Hydrolysate um 
durchschnittlich Faktor 35. Dies ist auf die verminderte Aktivität peptidgebundener Aminosäuren 
zurückzuführen, wie oben für die Dipeptide im Vergleich zur isolierten Aminosäure gezeigt werden 
konnte. Im Vergleich zum C/T-Molken- konnte für das Reisproteinhydrolysat wiederum in 
Abhängigkeit der eingesetzten Konzentration im ABTS-Assay eine deutliche lila-Färbung beobachtet 
werden. Dies deutet hohe Gehalte C-terminaler bzw. peptidgebundener Tyrosinpeptide an, was die 
Quantifizierung tyrosinhaltiger Dipeptide im C/T-Reisproteinhydrolysat bestätigt (Abbildung 4-12). 





Tabelle 4-22: Antioxidative Aktivität von Reis- und Molkenproteinhydrolysat (-H) im Vergleich zum adaptierten 
Standardmix aus Tyrosin und Tryptophan (Tyr/Trp); (MW ± SD; n = 2). 
 
 Molke Reis 
 C/T-H Tyr/Trp C/T-H Tyr/Trp 
IC50 [µg/mL] Hydrolysat bzw. Trp+Tyr 41,3 ± 0,8 1,13 ± 0,01 30,7 ± 0,5 0,95 ± 0,06 
TE [µg Trolox/µg Hydrolysat bzw. Trp+Tyr] 0,17 ± 0,01 5,41 ± 0,12 0,21 ± 0,01 6,22 ± 0,56 
 
 
Im Vergleich zu den TE-Werten von BHT und den Gallaten (TE-Werte ~3 μg Trolox/μg Antioxidans) 
beziehungsweise Ascorbinsäure, α-Tocopherol und Ascorbylpalmitat (TE-Werte ~1 μg Trolox/μg 
Antioxidans) wäre etwa die 14- bzw. 5-fache Menge an Reisproteinhydrolysat (durchschnittlicher 
TE-Wert ~ 0,22 μg Trolox/μg Hydrolysat) notwendig, um eine gleichwertige Wirkung im ABTS-Assay 
zu erzielen. Ausgehend von den maximalen Einsatzmengen der synthetischen Antioxidantien in 
Lebensmitteln von 100 bis 200 mg/kg Fett wäre damit eine Menge von 140 bis 280 mg 
Reisproteinhydrolysat pro 100 g Fett notwendig, um das synthetische Antioxidans zu ersetzen. Zur 
Absicherung des hohen antioxidativen Potentials der untersuchten Aminosäuren und Proteinhydrolysate 
muss die antioxidative Wirkung unter Berücksichtigung der Lipidlöslichkeit und Grenzflächenaktivität 
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4.4.2 Antioxidative Wirksamkeit in einer Öl-Matrix 
In vitro Assays dienen zur ersten Abschätzung des antioxidativen Potentials und der Charakterisierung 
des Wirkmechanismus antioxidativ wirksamer Verbindungen. Deren Erkenntnisse können jedoch, 
insbesondere aufgrund fehlender Berücksichtigung von Verteilungseffekten und Grenzflächenaktivität 
nicht direkt auf Lebensmittelmatrices übertragen werden (Decker et al. 2005). Das mittels ABTS-
Methode nachgewiesene antioxidative Potential ausgewählter Aminosäuren sowie Proteinhydrolysate 
wurde demzufolge im Vergleich zu synthetischen Antioxidantien unter Nutzung einer Wasser/Öl-
Emulsion (Sonnenblumenöl) weiter charakterisiert, welche eine geeignete Matrix zur Bewertung der 
antioxidativen Aktivität von Antioxidantien darstellt (Shahidi & Zhong 2015). Zur Untersuchung der 
Beeinflussung der Oxidationsstabilität wurde die Ranzimat-Methode herangezogen. Des Weiteren 
wurden in Öl-Lagerungsversuchen die Oxidationsprodukte MDA und Hexanal quantifiziert.  
 
4.4.2.1 Ranzimat-Methode  
Die Ranzimat-Methode stellt eine Schnellmethode zur Bewertung von Antioxidantien in Lebensmitteln 
dar (Anwar et al. 2006). Sie basiert auf der Bildung flüchtiger Oxidationsprodukte mithilfe von Hitze 
(120 °C) und einem kontinuierlichem Luftstrom (20 mL/h). Anschließend werden diese in eine 
Messzelle übergetrieben, wo sie zu einer Änderung der elektrischen Leitfähigkeit führen. Die 
antioxidative Aktivität, ausgedrückt als antioxidativer Aktivitätsindex AAI, ergibt sich aus dem 
Verhältnis der Induktionszeiten mit und ohne Antioxidans (vgl. Kap. 3.2.7.3). 
Synthetische Antioxidantien 
Zunächst wurde die antioxidative Aktivität der kommerziell verwendeten Antioxidantien BHT und 
Ascorbylpalmitat im Vergleich zu Trolox in einem Ethanol/Öl-Gemisch untersucht. Abbildung 4-40 
illustriert die Änderung der elektrischen Leitfähigkeit bezogen auf die Messzeit für verschiedene 
Konzentrationen an Trolox (0,0001 bis 2 % bezogen auf den Ölgehalt), gelöst in Wasser oder Ethanol. 
Die Induktionszeit des unbehandelten Sonnenblumenöls lag bei 2,9 ± 0,1 h und entsprach somit dem 
Referenzwert unter Verwendung des gleichen Messgeräts sowie -methodik (Metrohm 2018). Mit 
zunehmender Konzentration an Trolox konnte eine Verzögerung der Induktionszeit detektiert werden. 
Die berechneten antioxidativen Aktivitätsindices (AAIs) sind in Abbildung 4-41 dargestellt. 
Unabhängig vom eingesetzten Lösungsmittel wurden die AAIs zu größer 1 bestimmt und somit für 
Trolox eine antioxidative Aktivität nachgewiesen. Die aufgestellte Dosis-Wirkungskurve erreicht bei 
Verwendung von 1 % Trolox, gelöst in Ethanol bzw. Wasser, bezogen auf das Öl mit einem AAI-Wert 
von 7,7 ± 0,2 bzw. 6,1 ± 0,3 das Maximum. Zum Vergleich liegen bisher keine Literaturdaten vor. In 
Ethanol gelöstes Trolox erwies sich als das effizientere Antioxidans. Die Wirksamkeit von Trolox kann 
durch dessen Affinität zur Anlagerung an der Grenzfläche Öl/Luft begründet werden, wo ein direkter 
Schutz der Lipide gegen Oxidation gegeben ist.  








Abbildung 4-40: Dosis-Wirkbeziehung von Trolox in (A) gelöst in Ethanol und (B) gelöst in Wasser dargestellt 
über die mittels Ranzimat-Methode bestimmte Änderung der elektrischen Leitfähigkeit in μS/cm über die Zeit in 
h für folgende Konzentrationen an Trolox: 0 % − , 0,0001 % − , 0,001 % - - -, 0,01 % - - - , 0,1 % - - - , 1 % - - - 







Abbildung 4-41: Dosis-Wirkungskurven von Trolox in Ethanol (■) und dest. Wasser gelöst (□); Auftragung der 
antioxidativen Aktivitätsindizes gegen die logarithmierte Konzentration an Antioxidans in % bezogen auf das Öl; 
(n = 3). 
 









log c (Antioxidans) [%]
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In W/O-Emulsionen wird mit steigender Konzentration von Trolox aufgrund seines hydrophilen 
Charakters seine Verteilung in der Wasserphase begünstigt, was zur Senkung der antioxidativen 
Aktivität führen kann (S.-W. Huang et al. 1996; S. W. Huang et al. 1996). Ab Konzentrationen von über 
1 % wurde eine Verringerung der antioxidativen Aktivität beobachtet. Zeitgleich wurde eine orange-
rote Verfärbung sowie Änderung der Viskosität der Ölproben sichtbar, die höchstwahrscheinlich infolge 
von Polymerisierungsreaktionen und der Bildung brauner Oxypolymere resultierte (Hidalgo & Zamora 
2000; Venolia & Tappel 1958). In Abbildung 4-42 sind die AAIs von BHT und Ascorbylpalmitat in 
Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration dargestellt. Mit AAIs über 1 konnte wiederum eine 
antioxidative Aktivität bestätigt werden. Die Maxima beider Dosis-Wirkungskurven lagen bei einer 
Einsatzkonzentration von 2 % bezogen auf das Öl und betrugen für BHT 2,2 ± 0,1 und für 
Ascorbylpalmitat 3,3 ± 0,1. Ascorbylpalmitat war somit im verwendeten Testsystem im Vergleich zu 
BHT das stärkere Antioxidans, was im Gegensatz zu den Ergebnissen des ABTS-Assays stand (Tabelle 
4-19). Die bessere Eignung von Ascorbylpalmitat im Vergleich zu BHT als Antioxidans in 
Sonnenblumenöl lässt sich auf den synergistischen Effekt von Ascorbylpalmitat und Tocopherol 
zurückführen (Bruun-Jensena et al. 1994), welches einen natürlichen Bestandteil in Sonnenblumenöl 
darstellt (Kamal-Eldin & Andersson 1997). Ferner könnten Verdunstung und Zersetzungsreaktionen die 
antioxidative Aktivität von BHT beeinflussen, die bei hohen Temperaturen beschleunigt werden 
(Ragnarsson et al. 1977; Hamama & Nawar 1991). Höhere Antioxidans-Konzentrationen steigern den 
Anteil an Nebenreaktionen, was in einer Effektivitätsabnahme resultiert, und sind daher nicht sinnvoll 
(Yanishlieva & Marinova 1992). Die antioxidative Wirksamkeit der synthetischen Antioxidantien lag 






Abbildung 4-42: Dosis-Wirkungskurven von Ascorbylpalmitat (►) und BHT (◊) in Ethanol gelöst; Auftragung 
der antioxidativen Aktivitätsindizes gegen die logarithmierte Konzentration des Antioxidans in % bezogen auf das 
Öl; (n = 3). 
 














Die gesteigerte Wirksamkeit von Trolox gegenüber den synthetischen Antioxidantien im verwendeten 
Testsystem lässt sich anhand des polaren Paradoxon von Porter (1993) erklären, das die Abhängigkeit 
der antioxidativen Aktivität von der Polarität des Antioxidans sowie des Testmediums beschreibt 
(Abbildung 4-43) – im unpolaren Testsystem (Öl) liegen unpolare Antioxidantien, wie die verwendeten 
synthetischen Antioxidantien gelöst und homogen verteilt vor, polare Antioxidantien (Trolox) hingegen 
lagern sich vorwiegend an der Luft-Öl-Schnittstelle an, wo sie effektiv der Lipidperoxidation 
entgegenwirken können. Dabei ist nicht die direkte Grenzfläche gemeint, da Luft weniger polar als Öl 
ist, sondern es wird davon ausgegangen, dass sich nahe dieser (in Gegenwart von Spuren von Wasser 
der Luftfeuchtigkeit) Assoziationskolloide bilden, geformt aus amphiphilen Ölkomponenten, wie 
Phospholipiden, und entstehenden Oxidationsprodukten, die hinsichtlich der Lipidperoxidation in Öl 
bedeutsam sind (Shahidi & Zhong 2011). Im polaren Testsystem (O/W-Emulsion) sind unpolare 
Antioxidantien im Vorteil, da sie sich bevorzugt an der Grenzfläche von Öl-Wasser anlagern und dort 




Abbildung 4-43: Verteilung von Antioxidantien in Öl und Öl-in-Wasser Emulsionen gemäß dem Polaren 
Paradoxon, übernommen von Shahidi & Zhong (2011). 
 
 
Aminosäuren und Proteinhydrolysate 
Die antioxidative Aktivität von Tyrosin und Tryptophan sowie Reis- und Molkenproteinhydrolysat 
wurde in einer W/O-Emulsion untersucht. Bisher liegen keine vergleichbaren Literaturdaten vor. In 
Abbildung 4-44 sind die entsprechenden Dosis-Wirkungskurven zusammengefasst dargestellt. 
Innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches konnten für die Aminosäuren AAIs zwischen 
0,99 ± 0,01 und 1,15 ± 0,01 ermittelt werden. Die höchsten AAIs lagen für beide Aminosäuren bei einer 
Konzentration von 0,1 % bezogen auf das Öl (Trp: 1,15 ± 0,01, Tyr: 1,14 ± 0,04). Für Tryptophan 
konnte, auch unter Einbeziehung der gegenüber Tyrosin höheren Molmasse, eine tendenziell höhere 
antioxidative Aktivität nachgewiesen werden. Tryptophan quencht effizienter Singulettsauerstoff. Unter 
neutralen Bedingungen liegt die Geschwindigkeitskonstante für die Reaktion mit 1O2 von Tryptophyl- 
bzw. Tyrosylresten bei 3,0·107 bzw. 0,8·107 L·mol-1·s-1 (Sharma & Rokita 2012; Wright et al. 2002). 
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Höhere Konzentrationen an Aminosäuren führten analog zu Trolox zu einer Verfärbung des Öles. Die 
im Fall von Tryptophan aufgetretene gelborange Verfärbung könnte auf bräunliche Oxypolymere 
(Venolia & Tappel 1958) sowie das gelborange Oxidationsprodukt Kynurenin (Aliaga & Lissi 2000) 
zurückgeführt werden. Dieses weist keine oder vernachlässigbare antioxidative Aktivität auf (Christen 
et al. 1990) und sollte daher mit einer Absenkung des antioxidativen Potentials einhergehen. Für 
N-Formylkynurenin wird eine prooxidative Wirkung diskutiert, da es als Photosensibilisator wirken und 
damit die vermehrte Bildung von Singulettsauerstoff anregen kann (Jung et al. 1995). Im Fall von 
Tyrosin konnte eine milchige Trübung beobachtet werden, welche möglicherweise durch die schlechte 
Löslichkeit in der W/O-Emulsion oder gebildete gegebenenfalls polymerisierte Oxidationsprodukte 
hervorgerufen wurde. Zwar konnte für Tyrosin die Bildung des antioxidativ wirksamen Oxidations-
produktes L-Dopa nachgewiesen werden (Gülçin 2007) allerdings könnte die zusätzliche Bildung von 
Endoperoxiden die Oxidationsprozesse beschleunigen und somit die antioxidative Aktivität herab-





Abbildung 4-44: Dosis-Wirkungskurven von Reis- (○), Molkenproteinhydrolysat (▲), Tryptophan (   ) und 
Tyrosin (♦) in dest. Wasser gelöst; Auftragung der antioxidativen Aktivitätsindizes gegen die logarithmierte 
Konzentration an Antioxidans in % bezogen auf das Öl, (n = 3).  
 
 
Die AAIs der Proteinhydrolysate wurden zu 1,00 ± 0,02 bis 1,11 ± 0,06 bestimmt und sind damit 
durchschnittlich geringer als die der Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin. Dies wurde vermutet, da 
deren Gehalte in den Hydrolysaten in Summe weniger als 6 % betragen (Tabelle 4-6). Neben 
Tryptophyl- und Tyrosylresten können Seitenketten, bestehend aus Cystein, Methionin und Histidin, 
ebenfalls Singulettsauerstoff abfangen (Cys: 8,9·107, Met: 1,6·107, His: 3,2·107 L·mol-1·s-1) und damit 
einen Beitrag zur antioxidativen Aktivität der Hydrolysate leisten. Die Aktivität der anderen 
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Aminosäuren ist deutlich geringer und damit vernachlässigbar (Sharma & Rokita 2012; Wright et al. 
2002). Ihnen könnte lediglich eine Bedeutung bei der Verteilung peptidischer Strukturen in der 
Lipidphase zukommen. Im Vergleich zu in Wasser gelöstem Trolox sowie zu den synthetischen 
Antioxidantien wurde die antioxidative Wirkung der untersuchten Aminosäuren und Proteinhydrolysate 
im angewandten Testsystem als gering eingeschätzt. Marcuse (1960, 1962) bestätigen die geringe teils 
prooxidative Wirkung von Aminosäuren im wässrigen System, die durch die Nutzung 
phosphatgepufferter Medien und Emulgatoren verringert werden kann. Die Aminosäuren und 
Proteinhydrolysate wurden vor der Zugabe zum Öl in Wasser gelöst, weshalb ein Zweiphasensystem 
(W/O-Emulsion) vorlag. Bei der Übertragung des polaren Paradoxon von Porter (1993) muss folglich 
berücksichtigt werden, dass sich in dem unpolaren Testsystem zusätzlich zu den Luftbläschen 
Wasserbläschen befinden, wobei die Luftbläschen auf Grund des Luftstroms von 20 l/h während der 
Messung überwiegen. Die peptidischen Verbindungen sind polar und lagern sich vorzugsweise in den 
Wasserbläschen an und wechselwirken nicht mit gebildeten Assoziationskolloiden an den Luftbläschen 
(Shahidi & Zhong 2011), sodass die Lipidperoxidation nicht effektiv verzögert werden kann (Frankel 
& Meyer 2000). Zusammenfassend konnte die im ABTS-Assay ermittelte gute antioxidative Aktivität 
der untersuchten Aminosäuren und Proteinhydrolysate nicht auf die Lebensmittelmatrix 
Sonnenblumenöl unter Verwendung der Ranzimat-Methode übertragen werden. Für die untersuchten 
Antioxidantien konnte folgende Rangfolge hinsichtlich der Wirksamkeit aufgestellt werden: 
Ascorbylpalmitat > BHT >> Tyrosin ≈ Tryptophan ≈ Molken- ≈ Reisproteinhydrolysat. 
 
4.4.2.2 MDA-Methode  
Ein weiteres Testsystem zur Untersuchung der antioxidativen Aktivität in einer Lebensmittelmatrix 
stellt, neben der Ranzimat-Methode, der Lagerversuch eines Lebensmittels dar, bei welchem die 
Lipidperoxidation über charakteristische Oxidationsprodukte, wie Malondialdehyd (MDA), verfolgt 
wird (Frankel & Meyer 2000). Die Quantifizierung von MDA beruhte auf einer Stabilisotopen-
verdünnungsanalyse unter Verwendung von MDA-d2 als internen Standard mittels GC-MS (EI) nach 
vorangegangener Derivatisierung mit Pentafluorphenylhydrazin (PFPH) (vgl. Kap. 3.2.7.4). Die 
antioxidative Aktivität von Tyrosin, Tryptophan und Reisproteinhydrolysat im Vergleich zu BHT wurde 
anhand der Inhibierung der MDA-Bildung in Sonnenblumenöl während einer Lagerung von 12 Tagen 
bei 60 °C bestimmt. Anhand der ermittelten Nachweis-, Bestimmungs- und Erfassungsgrenze (Tabelle 
4-23) sowie der berechneten Wiederfindungsraten (Tabelle 4-24) kann die Messmethode bezogen auf 
die Lebensmittelmatrix Sonnenblumenöl zunächst als sensitiv und zuverlässig eingestuft werden. Die 
mit 68 % geringe Wiederfindungsrate für MDA bei einer Konzentration des Reisproteinhydrolysates 
von 4 % lag höchstwahrscheinlich in einer konzentrationsabhängigen Abreaktionen des MDA an 
Aminogruppen begründet und zeigt somit erste Grenzen des Testsystems hinsichtlich der Verwendung 
hoher Hydrolysatkonzentrationen auf (Nair et al. 1986; Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1981). Die 
Ergebnisse und Diskussion 
 
202 
Struktur von MDA in wässrigen Lösungen ist pH-abhängig. Unter neutralen Bedingungen existiert 
überwiegend das weniger reaktive Enolat-Ion, während im Sauren die tautomere nicht-dissoziierte 
Enolform im Gleichgewicht mit der Dicarbonylform vorherrscht (Esterbauer et al. 1991). Die 
Modifizierung von Tryptophan- oder Argininresten in Peptiden mit MDA unter stark aciden 
Bedingungen wird bereits zur selektiven Anreicherung dieser Peptidklassen genutzt (Foettinger et al. 
2006; Foettinger, Leitner, et al. 2007; Foettinger, Melmer, et al. 2007). 
 
 
Tabelle 4-23: Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze von MDA in Sonnenblumenöl. 
 
Nachweisgrenze 
[mg MDA/kg Öl] 
Erfassungsgrenze 
[mg MDA/kg Öl] 
Bestimmungsgrenze 
[mg MDA/kg Öl] 
0,002 0,003 0,007 
 
Tabelle 4-24: Wiederfindungsraten für MDA, bestimmt mittels GC-MS (EI) in Verbindung mit BHT, Tyrosin, 
Tryptophan und Reisproteinhydrolysat, (MW ± SD, n = 3). 
 
 
Konzentration bezogen  
auf das Öl [%] (w/v) 
Wiederfindungsrate [%] 
BHT 0,01 96 ± 1 
Tyrosin 0,004 98 ± 1 
Tryptophan 0,006 97 ± 1 




Die antioxidative Wirkung von BHT wurde in Anlehnung an die in der Verordnung (EG) Nr. 1333/2008 
über Lebensmittelzusatzstoffe (VO (EG) 1333/2008) festgelegte Höchstmenge in einer Konzentration 
von 100 mg/kg Fett (Kategorie-Nr. 02.1) untersucht. Die ermittelten Gehalte an MDA über den 
Lagerzeitraum von 12 Tagen bei 60 °C sind in Abbildung 4-45 dargestellt. Der MDA-Gehalt von nicht-
dotiertem beziehungsweise mit BHT (0,01 %)-versetztem Sonnenblumenöl wurde an Tag 0 zu 
0,10 ± 0,02 bzw. 0,10 ± 0,01 mg MDA/kg Fett bestimmt. Vergleichswerte liegen für Sonnenblumenöl 
bei 0,78 bis 0,88 mg MDA/kg Öl, jedoch gemessen als TBA-Addukt, weshalb die Werte tendenziell 
höher ausfallen (Papastergiadis et al. 2012). Für unbehandeltes Sonnenblumenöl wurde nach 12 Tagen 
ein deutlicher Anstieg an MDA sichtbar (4,4 ± 0,4 mg MDA/kg Fett). Der MDA-Gehalt in mit BHT-
behandeltem Öl wurde lediglich zu 0,37 ± 0,23 mg MDA/kg Fett bestimmt, was einer Inhibierung der 
MDA-Bildung um 91 % entspricht und die gute antioxidative Aktivität von BHT, gemessen mittels 
ABTS- und Ranzimat-Methode (vgl. Kap. 4.4.1.2 und 4.4.2.1), bestätigte. Die Auswertung ohne 
internen Standard ergab eine Inhibierung der MDA-Bildung über den Lagerzeitraum von 81 % und lag 




in einem vergleichbaren Bereich. Eine direkte Gegenüberstellung mit der Literatur ist aufgrund 
verschiedener Messtechniken nicht möglich, jedoch erzielten Chen et al. (2014) und Zhang et al. (2010) 
durch den Zusatz von BHT (0,02 %) zu Sonnenblumenöl und anschließender Lagerung bei 60 °C für 
12 Tage eine Reduktion der Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen um bis zu 40 %. Unterschiede 
können neben der Messmethodik (das TBARS-Assay erfasst nicht ausschließlich MDA und wird ohne 
internen Standard durchgeführt) in variierenden Lagerungsbedingungen, Homogenisierungsgraden und 
Probevolumina begründet liegen, was letztlich die Geschwindigkeit der Lipidperoxidation und das 
Ausmaß der MDA-Bildung beeinflusst. 
Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin 
Bezugnehmend auf die IC50-Werte im ABTS-Assay, wurde die Aminosäure-Konzentration so gewählt, 
dass sie einer antioxidativen Aktivität von 0,01 % BHT entsprach. Daraus ergab sich für Tryptophan 
und Tyrosin eine Konzentration von 0,006 und 0,004 %. In Abbildung 4-45 ist die Entwicklung der 
MDA-Gehalte von Sonnenblumenöl ohne und mit Zusatz von entweder Tryptophan oder Tyrosin über 
den Lagerzeitraum von 12 Tagen bei 60 °C dargestellt (Lagerversuch 1 und 2). Der durchschnittliche 
MDA-Gehalt der Proben am Tag 0 wurde zu 0,09 ± 0,01 mg MDA/kg Fett bestimmt. Die unbehandelte 
Ölprobe wies nach 12 Tagen eine deutliche Steigerung des MDA-Gehaltes auf (10,3 ± 5,1 mg MDA/kg 
Fett). Die Zugabe von Wasser zum Öl ging mit einer gesteigerten MDA-Bildung einher, was auf in 
Wasser gelösten Sauerstoff zurückgeführt werden kann. Die hohen Standardabweichungen könnten auf 




Abbildung 4-45: MDA-Gehalte von Sonnenblumenöl in mg/kg Fett an Tag 0 (schwarz), 6 (dunkelgrau) und 12 
(hellgrau) der Lagerversuche 1 und 2 (60 °C); Versuch 1: Öl bzw. 0,01 % BHT; Versuch 2: Öl (0,02 % Wasser) 
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Der MDA-Gehalt der tyrosin- und tryptophanhaltigen Ölproben stieg nach 6 Tagen auf 2,9 ± 2,0 und 
0,63 ± 0,33 mg MDA/kg Fett und nach 12 Tagen auf 7,8 ± 0,3 und 10,9 ± 2,3 mg MDA/kg Fett an. Die 
MDA-Bildung schien demnach unbeeinflusst von der Tryptophanzugabe. Verglichen zur unbehandelten 
Probe betrug der Gehalt an internem Standard MDA-d2, welcher nach vollendeter Lagerung zur 
Kompensation von Probenaufarbeitungsverlusten zugesetzt wurde, unabhängig von der Lagerungsdauer 
in den tryptophanhaltigen Ölproben durchschnittlich 87 %. Äquivalente Mengen an Tryptophan und 
MDA reagieren unter schwach sauren Bedingungen in quantitativer Ausbeute (97 %) über die Bildung 
Schiff´scher Basen zwischen der α-Amino- und der Carbonylgruppe zu Enaminen (Nair et al. 1981). 
Sofern MDA-d2 ein zu MDA analoges Verhalten zeigt, dient dies als Erklärungsansatz für die geringe 
Wiederfindung, da von einer anteiligen Abreaktion des internen Standards an Tryptophan oder dessen 
Oxidationsprodukten ausgegangen werden muss. Da die Quantifizierung von MDA über den internen 
Standard erfolgte, war die Bestimmung geringfügig erhöhter MDA-Gehalte anzunehmen. Ferner kann 
eine leicht prooxidative Wirkung von Tryptophan oder dessen Oxidationsprodukten (Marcuse 1962; 
Jung et al. 1995) zu den leicht erhöhten MDA-Gehalten geführt haben. Für die tyrosinhaltigen Proben 
wurde der Gehalt an internem Standard über die Lagerungsdauer zu 98 % bestimmt, sodass in den 
entsprechenden Ölproben von einer zuverlässigen Quantifizierung des MDA-Gehaltes ausgegangen 
wurde. Zwar konnten Nair et al. (1981) neben Tryptophan auch für Tyrosin und MDA die Bildung von 
Enaminen nachweisen, doch mit deutlich geringerer Ausbeute (30 %). Tyrosylreste, gemessen mithilfe 
von α-Acetyltyrosinmethylestern, reagierten unter schwach sauren Bedingungen nicht mit MDA (Nair 
et al. 1981). Die hohe Wiederfindung an MDA-d2 kann ferner die unter neutralen Bedingungen geringe 
Aktivität seines Enolats (Esterbauer et al. 1991) trotz des Überschusses der eingesetzten Aminosäuren 
bestätigen (Tabelle 4-25).  
 
   
Tabelle 4-25: Molare Konzentrationen von Tryptophan und Tyrosin gegenüber MDA. 
 
 MDA 
10 mg/kg Fett 
Tryptophan 
60 mg/kg Fett 
Tyrosin 
40 mg/kg Fett 
Konzentration [mmol/kg Fett] 0,143 0,294 0,221 
 
 
Tabelle 4-26: Inhibierung der MDA-Bildung in %, ausgewertet mit (MDA/MDA-d2) bzw. ohne (MDA/MDA-d2) 
den internen Standard MDA-d2. 
 
MDA/MDA-d2 MDA/MDA-d2 
BHT Tryptophan Tyrosin BHT Tryptophan Tyrosin 
~ 91 ~ -6 ~ 25 ~ 81 ~ 5 ~ 45 
 




Tyrosinhaltiges Öl wies nach 6 Tagen eine gegenüber der unbehandelten Ölprobe leichte Steigerung 
und nach 12 Tagen einen um 25 % verringerten MDA-Gehalt auf. Hierbei könnte das Gleichgewicht 
zwischen pro- und antioxidativer Aktivität von Tyrosin und seinen Oxidationsprodukten eine Rolle 
spielen. Während generierte Endoperoxide zur Beschleunigung von Oxidationsprozessen beitragen 
könnten, wird den Oxidationsprodukten, wie L-Dopa, eine gegenüber Tyrosin verstärkte antioxidative 
Aktivität zugeschrieben (Gülçin 2007; Jung et al. 1995). Zudem könnte die Bildung von Dityrosin aus 
Tyrosylradikalen den Kettenabbruch einleiten (Polimova et al. 2011). Die Auswertung ohne 
Berücksichtigung des internen Standards ergab für die tryptophan- bzw. tyrosinhaltigen Proben eine 
Inhibierung der MDA-Generierung von 5 bzw. 45 % über den 12-tägigen Lagerzeitraum und deutet 
demnach die gleiche Tendenz hinsichtlich des antioxidativen Potentials der Aminosäuren an. Während 
innerhalb der ersten 6 Tage verglichen zur unbehandelten Ölprobe eine um etwa Faktor 3 erhöhte MDA-
Bildung detektiert wurde, war selbige zwischen Tag 6 und 12 um Faktor 3 bis 7 geringer, woraus sich 
die oben aufgeführten Inhibierungen von 5 und 45 % für tryptophan- und tyrosinhaltige Ölproben 
ergaben. Unabhängig von der genutzten Auswertemethode wiesen die Aminosäuren innerhalb der W/O-
Emulsion eine geringere antioxidative Wirksamkeit auf als im ABTS-Assay. Decker et al. (2005) wiesen 
für Quercetin und Propylgallat eine vergleichbare Hemmstärke im DPPH-System nach, jedoch war die 
des Quercetins im Fischmuskel-Modell deutlich geringer, was auf die differente Verteilung im 
Lebensmittel-Modell rückführbar und auf die Aminosäuren übertragbar ist.    
Reisproteinhydrolysat 
Analog zu den Aminosäuren wurde der Einfluss der Zugabe von T-Reisproteinhydrolysat auf die MDA-
Bildung von dotiertem Sonnenblumenöl untersucht. Basierend auf den IC50-Werten, ermittelt im ABTS-
Assay, betrug die zu 0,01 % BHT äquivalente Einsatzmenge für Reisproteinhydrolysat 0,07 %. 
Verwendet wurden weiterhin die Konzentrationen 0,01 sowie 0,1 und 4 % (Abbildung 4-46). Aus 
Lagerversuch 3 wurde ersichtlich, dass die MDA-Bildung in mit 0,1 % und 4 % Reisproteinhydrolysat 
versetzten Ölproben verglichen zur unbehandeltem Ölprobe (9,3 ± 2,3 mg MDA/kg Fett am Tag 12) 
nahezu vollständig inhibiert wurde. Aufgrund der hohen Standardabweichungen konnte im 
Lagerversuch 4 für die mit 0,01 bzw. 0,07 % Reisproteinhydrolysat versetzten Ölproben keine 
signifikante jedoch für letztere eine leicht verringerte MDA-Bildung um etwa 19 % erzielt werden. 
Unabhängig vom Zeitpunkt der Lagerung wurde die Wiederfindung des internen Standards für die mit 
0,1 bzw. 4 % Reisproteinhydrolysat versetzten Ölproben im Vergleich zur undotierten Probe zu 
durchschnittlich 80 bzw. 10 % bestimmt. Die Zunahme freier Aminogruppen korrelierte demnach mit 
der Abnahme von MDA-d2. Der Gehalt an ε-Aminogruppen der Lysylreste in den Ölproben, versetzt 
mit 0,1 bzw. 4 % Reisproteinhydrolysat (Lysin-Anteil: 3,7 %), lag mit 0,25 bzw. 10 mmol/kg Fett, 
demnach Faktor 10 bis 100, deutlich über dem des nach 12-tägiger Lagerung entstandenen MDAs 
(7,3 mg bzw. 0,097 mmol MDA/kg Fett). Hinzu kam der hohe Anteil freier α-Aminogruppen von 
Aminosäuren sowie Peptiden, generiert durch die hydrolytische Spaltung des Reisproteins, der zur 
Abreaktion des MDA sowie MDA-d2 beitragen könnte (Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1986).  




Abbildung 4-46: MDA-Gehalte von Sonnenblumenöl in mg/kg Fett an Tag 0 (schwarz), 6 (dunkelgrau) und 12 
(hellgrau) der Lagerversuche 3 und 4 (60 °C); Versuch 3: Öl (0,02 %Wasser) bzw. 0,1 oder 0,4 % 
Reisproteinhydrolysat; Versuch 4: Öl (0,02 % Wasser) bzw. 0,01 oder 0,07 % Reisproteinhydrolysat; (n = 4). 
 
 
Der für die mit 4 % Reisproteinhydrolysat versetzte Ölprobe bestimmte MDA-Gehalt für Tag 0 bis 12 
von durchschnittlich 2,7 mg/kg Fett muss somit auf die Abreaktion des internen Standards MDA-d2 und 
damit erhöhten Quantifizierung von MDA zurückgeführt werden. Um dies zu berücksichtigen, wurde 
in einem weiteren Versuch die Ölprobe zeitgleich mit dem internen Standard MDA-d2 sowie dem 
Reisproteinhydrolysat (4 %) dotiert und über 12 Tage inkubiert. Mit der berechneten Wiederfindung 
von 5 % konnte die schnelle Abreaktion des internen Standards wiederholt bestätigt werden. Ohne 
Einbeziehung des internen Standards ließ sich für die unbehandelte Probe über den 12-tägigen 
Lagerzeitraum ein Anstieg des MDA-Gehaltes um Faktor 20 und für die mit Reisproteinhydrolysat 
versetzte Probe um Faktor 8 ermitteln, was einer Inhibierung der MDA-Bildung um etwa 50 % 
entsprechen würde. Die parallel über den internen Standard berechneten MDA-Gehalte bestätigten dies. 
Ob die nach 12-tägiger Lagerung geringeren MDA-Gehalte auf die Abreaktion des gebildeten MDAs 
oder auf eine verminderte Lipidperoxidation zurückgeführt werden müssen, kann nicht eindeutig belegt 
werden. Allerdings lassen die Ergebnisse der Dotierung mit 0,1 % Reisproteinhydrolysat eine 
antioxidative Wirkung des Proteinhydrolysates vermuten. Grund dafür liegt in der hohen Wiederfindung 
des internen Standards (80 %), die zwar eine anteilige nicht jedoch vollständige Abreaktion des 
gebildeten MDAs vermuten lässt. Die Abreaktion des MDAs sowie des entsprechenden internen 
Standards durch die Zugabe peptidischer Strukturen (Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1986) beeinflusst 
dessen Quantifizierung, weshalb die Eignung des Testsystems kritisch zu hinterfragen ist und ihm 


























































in wässrigen Lösungen eine konzentrationsabhängige Polymerisierung diskutiert, die ebenfalls mit einer 
verringerten Detektion von MDA einhergehen kann (Kwon & Watts 1964; Kwon & Watts 1963; 
Esterbauer et al. 1991). Unter der Annahme, dass MDA vorwiegend in der wässrigen Phase (0,02 %, 
v/w) lokalisiert ist, kann eine mit zunehmender Lagerdauer fortschreitende Polymerisierung nicht 
ausgeschlossen werden. Vergleichbare Literaturstudien liegen nicht vor. Als Messmethodik fand 
überwiegend das TBARS-Assay Anwendung, in welchem MDA und weitere Thiobarbitursäure-reaktive 
Substanzen zu einem quantitativ messbaren Chromophor reagieren und dessen Auswertung über eine 
externe Kalibrierung erfolgt. Zhao, Selomulya, et al. (2012) konnten mithilfe dieses Testsystems für die 
Zugabe von mit Trypsin-hydrolysiertem Reisprotein (2,5 bzw. 20 mg/mL ≈ 0,25 bzw. 2 %) zu einer 
Rapsöl(10 %)-Wasser-Emulsion und anschließenden 14-tägigen Lagerung bei 37 °C eine Inhibierung 
der MDA-Bildung um 38 bzw. 78 % feststellen. Sowohl mit als auch ohne Berücksichtigung des 
internen Standards bei der Auswertung des MDA-Gehaltes, konnte im Rahmen dieser Arbeit eine 
vergleichbare Reduktion des MDA-Gehaltes nachgewiesen werden. Mittels MDA-Methode lässt sich 
demnach folgende Reihenfolge hinsichtlich des aufsteigenden Gehaltes an freiem MDA aufstellen: BHT 
0,01 % <<< Tyrosin 0,004 % < RPH 0,07 % << Tryptophan 0,006 % ~ RPH 0,01 %. 
 
 
Tabelle 4-27: Inhibierung der MDA-Bildung in %, ausgewertet mit (MDA/MDA-d2) bzw. ohne (MDA/MDA-d2) 
den internen Standard MDA-d2. 
 
MDA/MDA-d2 MDA/MDA-d2 
RPH: (0,01 %)  (0,07 %)  (0,1 %)  (4 %) RPH: (0,01 %)  (0,07 %)  (0,1 %)  (4 %) 
~ 3 ~ 19 ~ 100 ~ 100 ~ 0 ~ 31 ~ 95 ~ 99 
 
 
4.4.2.3 Hexanal-Methode  
Bei der Linolsäure handelt es sich mit einem Anteil von 48 bis 74 % im Sonnenblumenöl um die am 
mengenmäßig bedeutsamste Fettsäure (Fiebig 2011), die zugleich als Vorläufer des Oxidations-
produktes Hexanal beschrieben wird (Belitz et al. 2008). Hexanal wird aufgrund seiner zu anderen 
flüchtigen Verbindungen vergleichsweise hohen Bildungsrate – Bildung von bis zu 5 mg pro g 
Linolsäure bei 20 °C bis zu einer Aufnahme von 0,5 mol Sauerstoff pro mol Fettsäure – als Indikator 
für Aromafehler, die auf der Lipidperoxidation beruhen, herangezogen (Belitz et al. 2008). In einer 
orientierenden Studie wurde der Einfluss von Tryptophan (0,004 %), Tyrosin (0,006 %) und 
Reisproteinhydrolysat (0,01 und 0,07 %) auf die Bildung von Hexanal in Sonnenblumenöl während 
einer 12-tägigen Lagerung bei 60 °C untersucht (Abbildung 4-47). Zur Messung wurde eine Headspace-
GC-FID verwendet und die Auswertung erfolgte über eine externe Kalibrierung (vgl. Kap. 3.2.7.5). 
 





Abbildung 4-47: Hexanal-Gehalte von Sonnenblumenöl in mg/kg Fett an Tag 0 (schwarz), 6 (dunkelgrau) und 12 
(hellgrau), versetzt mit Tyrosin, Tryptophan und Reisproteinhydrolysat in 0,02 % Wasser oder BHT 0,01 % in Öl 
verglichen zur jeweiligen undotierten Ölprobe; (n = 3). 
 
 
Der Ausgangsgehalt von Hexanal wurde für die Ölproben (Tag 0) zu durchschnittlich 3 mg Hexanal/kg 
Fett bestimmt. Nach 12-tägiger Lagerung stieg der Hexanal-Gehalt der unbehandelten Ölprobe (BW) 
und der mit Wasser dotierten Probe (0,02 %; BW, wässrig) auf 155 ± 24 bzw. 411 ± 13 mg Hexanal/kg 
Fett an. Der gesteigerte Hexanal-Gehalt könnte auf den zusätzlichen Sauerstoffeintrag über den 
Wasseranteil zurückgeführt werden. Abdalla & Roozen (1999) beobachteten ebenfalls eine um Faktor 
4 gesteigerte Bildung an Hexanal in einer 20 %-Sonnenblumenöl/Wasser-Emulsion verglichen mit 
nativem Öl nach einer einwöchigen Lagerung bei 60 °C. Die Zugabe von BHT (0,01 %) bewirkte eine 
Inhibierung der Hexanal-Bildung um 84 % (24 ± 2 mg Hexanal/kg Fett am Tag 12). Abdalla & Roozen 
(1999) bestimmten die Inhibierung der Hexanal-Bildung nach Zugabe von BHT (0,03 %) zu 
Sonnenblumenöl zu 94 % und damit in einer vergleichbaren Größenordnung. Während für die Ölprobe 
mit einem Wasseranteil von 0,02 % innerhalb der ersten 6 Tage ein deutlicher Anstieg von Hexanal 
detektiert werden konnte (362 ± 30 mg Hexanal/kg Fett), war die weitere Bildung bis Tag 12 geringer 
ausgeprägt (411 ± 13 mg Hexanal/kg Fett). Ein Erklärungsansatz dafür könnte die weitere Oxidation 
des Hexanals zu Capronsäure durch Sauerstoffkontakt sowie Abreaktionen an weiteren Bestandteilen 
sein (Cheng et al. 2010; Lee et al. 2005; Palamand & Dieckmann 1974). Die Überlagerung der Abbau- 
und Bildungsreaktionen von Hexanal könnte folglich in dem geringen Anstieg resultieren. Die 
Hexanalgehalte der Ölproben nach Zugabe von Tyrosin (0,006 %), Tryptophan (0,004 %) sowie 

































































sowie 39 ± 18 und 21 ± 16 mg Hexanal/kg Fett und am Tag 12 zu 167 ± 45, 250 ± 27 sowie 239 ± 7 und 
169 ± 3 mg Hexanal/kg Fett bestimmt. Für die Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin konnte somit ein 
um 99 und 96 % (Tag 6) und um 39 und 59 % (Tag 12) reduzierter Hexanal-Gehalt nachgewiesen 
werden. Die höhere Wirksamkeit des Tyrosins ist womöglich auf die verstärkte antioxidative 
Wirksamkeit seiner Oxidationsprodukte zurückzuführen (Gülçin, 2007). In den mit 0,01 bzw. 0,07 % 
Reisproteinhydrolysat versetzten Ölproben wurde ein um 89 bzw. 94 % (Tag 6) und 42 bzw. 59 % 
(Tag 12) verminderter Hexanal-Gehalt nachgewiesen. Anhand der Ergebnisse ergab sich folgende 
Reihenfolge hinsichtlich des aufsteigenden Gehaltes an freiem Hexanal: BHT 0,01 % << Tyrosin 0,004 
% ~ RPH 0,07 % < RPH 0,01 % ~ Tryptophan 0,006 %. Relativ betrachtet entspricht die Abfolge der, 
die mittels MDA bestimmt wurde, jedoch unterscheiden sich die absoluten Inhibierungswerte der 
gemessenen Oxidationsprodukte. Im Gegensatz zu Malondialdehyd, welches bevorzugt mit 
Aminogruppen unter Ausbildung von Enaminen reagiert oder konzentrationsabhängig polymerisiert 
und damit die detektierten Gehalte schwierig zu bewerten sind (Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1986), 
kann Hexanal als vergleichsweise reaktionsträge eingestuft und damit zuverlässiger quantifiziert werden 
(Fenaille et al. 2003; Meynier et al. 2004; Zhou & Decker 1999). Aus den ausgewählten Studien geht 
hervor, dass Histidin und Lysinreste sowie N-terminale Aminogruppen eine schwache Hexanal-
Quenching-Aktivität aufweisen. Des Weiteren ist Hexanal überwiegend in der Lipidphase lokalisiert 
(Huang et al. 2005), was eine geringere Interaktion mit peptidischen Strukturen vermuten lässt. Die 
Anwesenheit hydrophober Aminosäuren, wie Val, Leu und Ile als Bestandteil von Peptiden, könnte eine 
stärkere Wechselwirkung entsprechender Peptide mit der Lipidphase bewirken und somit eine 
Inhibierung der Lipidperoxidation ermöglichen (Peña-Ramos et al. 2004). Ausgehend davon wird die 
Hexanal- verglichen zur MDA-Methode als zuverlässiger eingestuft. Direkte Vergleichswerte liegen in 
der Literatur nicht vor. Jedoch inhibierte die Zugabe von mit Alcalase-hydrolysiertem Kartoffelprotein 
(0,5 %) zu einer Sojaöl (10 %)/Wasser-Emulsion nahezu vollständig die Hexanal-Bildung über einen 
Zeitraum von 12 Tagen (Cheng et al. 2010), was die hohe Wirksamkeit des Hydrolysates im genutzten 
Testsystem bestätigt. 
 
4.4.3 Orientierende Studie zur antioxidativen Wirksamkeit im Hackfleisch-Modell 
Es ist bekannt, dass Antioxidantien in Abhängigkeit ihrer Lipophilie eine unterschiedliche Verteilung 
in lipidhaltigen Lebensmitteln aufweisen, was ihre Effizienz maßgeblich beeinflusst (Shahidi & Zhong 
2015). Zur Betrachtung dessen wurde die antioxidative Wirksamkeit des Reisproteinhydrolysates 
orientierend im Rinderhackfleisch-Modell mithilfe der TBARS-Methode nach Rosenbauer (2002) und 
Botsoglou et al. (1994) untersucht (vgl. Kap. 3.2.7.6). Zur Berücksichtigung der Reaktion von MDA 
mit Aminogruppen (Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1986) wurde zur Quantifizierung der 
Thiobarbitursäure-reaktiven Verbindungen, ausgedrückt als mg MDA-Äquivalent pro kg Fleisch 
(Kosugi et al. 1989), eine Standardaddition durchgeführt. In der nicht-inkubierten Hackfleischprobe 
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wurde der Gehalt an MDA-Äquivalenten pro kg Fleisch zu 0,23 mg bestimmt. Der Literatur lassen sich 
vergleichbare Daten für die MDA-Gehalte entnehmen: rohes Fleisch (Schwein/Rind) 0,05 bis 0,95 mg 
MDA-Äquivalente pro kg Fett (Rosenbauer 2002; Wilson et al. 1976; Tichivangana & Morrissey 1985). 
Die Modell-Inkubation wurde bei 37 °C zunächst unter Variation der Inkubationsdauer angesetzt (V0). 
Mit zunehmender Inkubationsdauer von 3, 6 und 9 h stieg der Gehalt an MDA-Äquivalenten pro kg 
Fleisch auf 0,52, 0,60 und 0,74 mg an. Ausgehend davon und unter Verhinderung eines mikrobiellen 
Verderbs wurde die Inkubationszeit für die folgenden Versuche auf drei Stunden angesetzt. Als 
Positivkontrolle diente Trolox in einer Konzentration von 0,04 mg/g Fleisch (0,004 %), welches zu einer 
100 %-igen Inhibierung der MDA-Bildung führte. Anschließend wurde die inhibierende Wirkung vom 
Reisproteinhydrolysat (RPH) auf die Lipidperoxidation des Hackfleisches untersucht. Um eine 
gleichmäßige Verteilung zu gewährleisten, wurde zuvor gelöstes Reisproteinhydrolysat in 50 µL (V1) 
bzw. 250 µL (V2) hinzugegeben. Die MDA-Äquivalente pro kg Fleisch wurden für die nicht-dotierten 
Proben zu 0,24 mg (V1) bzw. 0,26 mg (V2) und für die mit 2 mg RPH/g Fleisch (0,2 %) versetzten 
Proben zu 0,26 mg (V1) bzw. 0,25 mg (V2) bestimmt und waren somit vergleichbar (Abbildung 4-48). 
Nach 3-stündiger Inkubation stieg der Gehalt an MDA-Äquivalenten pro kg Fleisch in den nicht-
dotierten Proben auf 0,58 mg (V1) bzw. 0,37 mg (V2). Die Unterschiede könnten in ungleichen 
Ausgangsgehalten an Oxidationsprodukten, wie Hexanal und 2,4-Decadienal, oder dem Anteil freier 
Fettsäuren begründet liegen. Für diese Verbindungen wurden prooxidative Effekte und somit eine 
Beeinflussung der Geschwindigkeit der Lipidperoxidation beschrieben (Aubourg 2001; El-Magoli et al. 






Abbildung 4-48: MDA-Äquivalente [mg MDA/kg Fleisch] nicht-inkubierter (grau) und bei 37 °C für 3 h 
inkubierter Rindfleischproben (grau, gestreift) mit und ohne Zusatz von Reisproteinhydrolysat RPH (V1: 2 mg 








































Unterschiedliche Konzentrationen an Lipidoxidationsprodukten können mit einem unterschiedlich 
schnellen Abbau an Antioxidantien einhergehen, wodurch falsche Schlussfolgerungen hinsichtlich 
deren Wirksamkeit resultieren (Decker et al. 2005). In den mit Reisproteinhydrolysat versetzten Proben 
stieg nach 3-stündiger Inkubation der Gehalt an MDA-Äquivalenten pro kg Fleisch auf 0,77 mg (V1) 
bzw. 0,52 mg (V2). Ausgehend davon wurde der relative Anstieg der MDA-Äquivalente pro kg Fleisch 
für die nicht- bzw. mit RPH-dotierte Probe für V1 zu 2,4 bzw. 3,0 mg (125 %) und für V2 zu 1,4 bzw. 
2,1 mg (150 %) ermittelt, was einer prooxidativen Wirkung des Reisproteinhydrolysat entspricht. Diese 
könnte auf die vermehrte Bildung prooxidativer Oxidationsprodukte aus Aminosäuren (Jung et al. 1995; 
Marcuse 1962; Marcuse 1960) oder eine zusätzliche Reduktion von Fe(III)- zu Fe(II)-Ionen durch freie 
Thiolgruppen von Cysteinresten zurückgeführt werden. Zweiwertige Schwermetallionen weisen höhere 
Geschwindigkeitskonstanten zur Zersetzung von Hydroperoxiden auf (Belitz et al. 2008) und 
beschleunigen daher die Lipidperoxidation (Tichivangana & Morrissey 1985). Tappel (1955) konnten 
zudem zeigen, dass Kupferionen einen katalysierenden Effekt auf die Oxidation von Linolsäure haben, 
welcher durch Proteinzugabe weiter gesteigert wurde. Für die Hydrolysatzugabe könnte ein analoger 
Effekt diskutiert werden. Die Verdopplung der Reisproteinhydrolysat-Konzentration auf 4 mg/g 
Hackfleisch (0,4 %) führte zu einer Steigerung des Gehaltes der MDA-Äquivalente pro kg Fleisch um 
Faktor 1,6 (von 0,21 auf 0,33 mg MDA-Äquivalente pro kg Fleisch). Relativ zur nicht-dotierten Probe 
(von 0,16 auf 0,38 mg MDA-Äquivalente pro kg Fleisch entspricht Faktor 2,4), konnte für die höhere 
Konzentration an Reisproteinhydrolysat somit ein antioxidativer Effekt (~ 33 %) ermittelt werden. 
Verglichen zu den oben dargestellten Erkenntnissen unter Nutzung einer Sonnenblumenölmatrix lässt 
sich ein antioxidativer Effekt bestätigen, der jedoch tendenziell geringer ausgeprägt war, zurück-
zuführen auf die deutlich heterogene Fleischmatrix. Zur Absicherung der Erkenntnisse sind weitere 
Studien erforderlich. Die ermittelten Ergebnisse lagen in einem zur Literatur vergleichbaren Bereich. 
Wang & Xiong (2005) wiesen eine Inhibierung der Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen von mit 
Alcalase hydrolysiertem Kartoffelprotein (4 %) versetztem Rindfleisch bis zu 50 % nach (4 °C für 7 d) 
und Peña-Ramos & Xiong (2003) für mit Flavorenzym oder Chymotrypsin hydrolysiertem Molken- und 
Sojaprotein versetzten Schweinefleisch von bis zu 30 %. 
 
Die in Tabelle 4-28 angegebenen Wiederfindungen, berechnet aus den ermittelten MDA-Gehalten der 
Standardaddition bezogen auf die eingesetzte MDA-Menge, verdeutlichen die Reaktivität von MDA. 
Die Wiederfindung von MDA in den nicht-dotierten Fleischproben lag bei durchschnittlich 33 % (V1-
3), was auf eine Reaktion mit darin enthaltenen Proteinen zurückgeführt werden kann (Fernández et al. 
1997; Esterbauer et al. 1991; Nair et al. 1986). Verglichen dazu lag die Wiederfindung der mit 
Reisproteinhydrolysat-versetzten Fleischproben bei durchschnittlich 28 %, weshalb von einer 
gesteigerten Abreaktion des MDAs an den peptidischen Strukturen des zugesetzten 
Reisproteinhydrolysates ausgegangen werden muss. Im Rahmen der Vorversuche konnte in 
Abhängigkeit der eingesetzten MDA-Konzentration mit Reisproteinhydrolysat ohne Nutzung der 
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Fleischmatrix eine verringerte Wiederfindung des MDA von bis zu 20 % nachgewiesen werden, was 
die berechneten Wiederfindungen im Rahmen der Dotierungsversuche bestätigt. Die 3-stündige 
Inkubation bei 37 °C ging bei allen Proben mit einer verringerten Wiederfindung an MDA einher, jedoch 
konnte aufgrund der stark differenten Wiederfindungsraten keine Abhängigkeit zwischen nicht- und mit 
Reisproteinhydrolysat-dotierten Proben festgestellt werden.   
 
 
Tabelle 4-28: Wiederfindungen an MDA [%] über die Lagerung der Fleischproben ohne und mit Zusatz von 
Reisproteinhydrolysat RPH (MW ± SD; n = 3). 
 
 Fleischprobe Fleischprobe + RPH 
 V0 V1 V2 V3 V1 V2 V3 
t = 0 h 30 ± 1 38 ± 1 28 ± 2 33 ± 1 35 ± 2 24 ± 2 29 ± 2 
t = 3 h 27 ± 1 28 ± 1 18 ± 1 23 ± 1 23 ± 1 21 ± 1 26 ± 2 
% 90 73 64 70 66 87 90 
 
 
4.4.4 Antioxidative Aktivität von Maillard-Reaktionsprodukten in 
Proteinhydrolysaten  
Maillard-Reaktionsprodukte können zu einer Steigerung des antioxidativen Potentials von Aminosäuren 
und Peptiden sowie Proteinen und entsprechenden Hydrolysaten beitragen (Bedinghaus & Ockerman 
1995; Lingnert & Eriksson 1980; Alfawaz et al. 1994; Dong et al. 2012; Dong et al. 2011; Wang et al. 
2013; Oh et al. 2013; Liu et al. 2014). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der 
Glykierung auf die antioxidative Aktivität von Reis- und Molkenproteinhydrolysat unter Verwendung 
von Xylose untersucht. Xylose bietet ein hohes Potential zur Steigerung der antioxidativen Wirksamkeit 
(Wang et al. 2013). Basierend auf dem von Dong et al. (2011) beschriebenen Einfluss der 
Erhitzungsdauer, wurden die mit Xylose versetzten Proteinhydrolysate (t0) bei einer Temperatur von 
60 °C für 20 min (t1) bzw. 80 min (t2) erhitzt (vgl. Kap. 3.2.1.6). Zur Abschätzung der antioxidativen 
Wirksamkeit wurde zunächst das ABTS-Assay als in vitro Methode und anschließend der Einfluss auf 
die MDA-Bildung über eine 12-tägige Lagerung von Sonnenblumenöl bei 60 °C in einer Ölmatrix 
überprüft (vgl. Kap. 3.2.7.4). 
 
4.4.4.1 Bestimmung der antioxidativen Aktivität im ABTS-Assay 
In Abbildung 4-49 sind die IC50-Werte vom Reis- (RPH) und Molkenproteinhydrolysat (MPH) vor und 
nach der Modifizierung mit Xylose (MRP-RPH und MPH-MRP, MRP – Maillard-Reaktionsprodukt) 
dargestellt. Für Xylose wurde der IC50-Wert zu 6823 ± 194 µg/mL bestimmt und ist somit hinsichtlich 




einer antioxidativen Aktivität zu vernachlässigen. Für mit Xylose versetztes Reis- bzw. Molkenprotein-
hydrolysat wurde der IC50-Wert zu 26,6 ± 0,6 µg/mL (MRP-RPH t0) bzw. 31,6 ± 3,6 µg/mL (MRP-
MPH t0) bestimmt (Abbildung 4-49). Nach der Erhitzung der Hydrolysat-Xylose-Mixe für 20 sowie 
80 min bei 60 °C wurden die entsprechenden IC50-Werte zu 21,6 ± 0,6 µg/mL (MRP-RPH t1) bzw. 
24,6 ± 5,7 µg/mL (MRP-MPH t1) sowie 23,4 ± 5,4 µg/mL (MRP-RPH t2) bzw. 20,3 ± 1,6 µg/mL (MRP-
MPH t2) bestimmt. Im Vergleich zur unbehandelten Probe konnte für das leicht gebräunte Reis- bzw. 
Molkenproteinhydrolysat nach 20-minütiger Erhitzung eine Steigerung der antioxidativen Aktivität um 
19 bzw. 22 % nachgewiesen werden. Während für das mit Xylose behandelte Reisproteinhydrolysat mit 
steigender Erhitzungsdauer, welche mit einer deutlichen Braunfärbung einherging, keine weitere 
Steigerung der antioxidativen Aktivität gezeigt werde konnte, nahm diese für das Molkenprotein-
hydrolysat-Analogon weiter zu (um 36 % bezogen auf t0). Su et al. (2011) wiesen für mit Glucose 
behandeltem Erdnussproteinhydrolysat eine Steigerung der antioxidativen Aktivität um 33 % nach 
(ORAC-Assay). Oh et al. (2013) konnten für mit Laktose behandeltem Molkenprotein- und 
Natriumcaseinat im DPPH-Assay eine um Faktor 2 erhöhte antioxidative Aktivität zeigen. Im ABTS-
Assay hingegen konnten sie keinen Einfluss der Glykierung nachweisen. Dies könnte auf deren 
Messpunkt bei 6 min zurückgeführt werden, der die langsame Reaktionskinetik der glykierten 
Hydrolysate nicht beachtet und somit die antioxidative Aktivität unterschätzt. Dong et al. (2011) ließen 
mit Alcalase hydrolysiertes Natriumcaseinat mit Glucose bei 80 °C bis zu 12 h reagieren. Die 
zunehmende Bräunung mit steigender Glucosekonzentration sowie Erhitzungsdauer korrelierte dabei 





Abbildung 4-49: IC50-Werte in μg/mL von Xylose sowie Reis- und Molkenproteinhydrolysat – t0 unbehandelt, t1 
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Die Maillard-Reaktion bezeichnet eine sehr komplexe Reaktionskaskade, die in drei Stadien eingeteilt 
wird (Hodge 1953). In der frühen Phase der Maillard Reaktion führt die Reaktion von reduzierenden 
Zuckern, in dem Fall Xylose, mit der α- bzw. ε-Aminogruppe von Aminosäuren oder Peptiden über die 
Bildung von Iminen zu den Amadori-Produkten N-α- bzw. N-ε-Xylulose-Aminosäuren (Hellwig & 
Henle 2014). Hinsichtlich der Bildung von Maillard-Reaktionsprodukten in Proteinhydrolysaten sind 
demnach der Hydrolysegrad sowie die Aminosäurezusammensetzung von wesentlicher Bedeutung. Su 
et al. (2011) fraktionierten Erdnussproteinhydrolysat nach ihrem Molekulargewicht und konnten zeigen, 
dass die Glucose-Aufnahme, welche sie mit der Reaktivität der Maillard-Reaktion korrelieren, mit 
sinkender Peptidgröße und damit steigendem Gehalt an freien α-Aminogruppen zunimmt. Reis- und 
Molkenproteinhydrolysat wiesen eine vergleichbare Molekülgrößenverteilung auf (Tabelle 4-7), 
weshalb der aus den Unterschieden der Molekülgrößenverteilung resultierende Einfluss auf die 
antioxidative Aktivität zunächst als gering eingeschätzt wurde. Hingegen besaßen die Proteine eine 
unterschiedliche Aminosäurezusammensetzung (Tabelle 4-29). In vitro Versuche wiesen bereits die 
höhere Reaktivität von Lysin gegenüber weiteren Aminosäuren, wie Alanin und Glycin etc., mit Glucose 
nach (Kwak & Lim 2004; Morales & Jimenez-Perez 2001), die zudem mit einer gesteigerten Radikal-
abfangenden Aktivität der Reaktionsprodukte im DPPH-Assay einherging (Morales & Jimenez-Perez 
2001). Bedinghaus & Ockerman (1995) synthetisierten Maillard-Reaktionsprodukte aus Xylose (X) und 
Arginin, Histidin, Leucin, Lysin oder Tryptophan und untersuchten deren antioxidative Aktivität auf die 
10-tägige Lagerung von gekochtem Schweinefleisch unter Nutzung des TBARS-Assays. Als Ergebnis 
ergab sich folgende Rangfolge mit abnehmender Wirksamkeit: X-Tryptophan (47 %) > X-Lysin (39 %) 
> X-Histidin (24 %) > X-Leucin (7 %) > X-Arginin (6 %), anhand dessen sich wiederum die hohe 
Wirksamkeit von glykiertem Lysin ableitet. Die Summe der Gehalte an Lysin sowie Tryptophan und 
Histidin lag für das Molkenprotein über dem des Reisproteins, was ein hohes antioxidatives Potential 
für das Molkenprotein andeutet (Tabelle 4-29).  
 
 
Tabelle 4-29: Anteil ausgewählter Aminosäuren in % im Reis- und Molkenprotein, bestimmt nach enzymatischer 
Hydrolyse mittels Aminosäureanalyse (vgl. Kap. 3.2.1.4).  
 
 Reisprotein Molkenprotein 
Tryptophan 1,8 2,6 
Lysin 3,7 9,9 
Histidin 3,0 2,3 
Leucin 7,7 10 
Arginin 8,0 1,6 
 
 




Anhand Tabelle 4-29 wird ersichtlich, dass der Lysin-Gehalt des Molkenproteins um Faktor 2,7 über 
dem des Reisprotein lag und somit die verstärkte Modifizierung für die erhöhte antioxidative Aktivität 
verantwortlich sein kann. Im zweiten Schritt der Maillard-Reaktion bilden sich aus den Amadori-
Produkten reaktive 1,2-Dicarbonylverbindungen, welche in der dritten Phase der Maillard-Reaktion 
wiederum mit α-Aminogruppen als auch der ε-Aminogruppe des Lysins oder der Guanidinoseitenkette 
des Arginins reagieren können (Hellwig & Henle 2014). Reisprotein enthält zwar einen im Vergleich 
zum Molkenprotein um Faktor 5 erhöhten Arginin-Gehalt, jedoch wurde für diese Seitenkette verglichen 
zum Lysinanalogon eine deutlich geringere Reaktivität beschrieben (Okamoto et al. 1992; Hellwig et 
al. 2017). Zur detaillierten Charakterisierung von Struktur-Wirkbeziehungen müssten ausgewählte 
MRPs in den Proteinhydrolysaten quantifiziert werden. 
 
4.4.4.2 Bestimmung der antioxidativen Aktivität über Malondialdehyd 
Stellvertretend für die Proteinhydrolysate wurde die antioxidative Aktivität des glykierten 
Reisproteinhydrolysates nach Zugabe zu Sonnenblumenöl und 12-tägiger Lagerung bei 60 °C untersucht 
(vgl. Kap. 3.2.7.4). Abbildung 4-50 stellt die Inhibierung der MDA-Bildung graphisch dar. Die nicht-
glykierten Ölproben unter Zusatz von 0,01 bzw. 0,07 % Reisproteinhydrolysat wiesen nach 6 Tagen 
eine zur unbehandelten Ölprobe leichte Steigerung des MDA-Gehaltes auf. Für die glykierten Proben 
hingegen konnte eine zur unbehandelten Probe vergleichbare MDA-Bildung nachgewiesen werden. 
Nach 12-tägiger Lagerung wurde für die mit 0,01 % Reisproteinhydrolysat versetzte Ölprobe kein 
Unterschied zum Blindwert sichtbar. Hingegen ließ sich für die höher konzentrierte Probe eine 
Inhibierung der MDA-Bildung um 19 % feststellen. Nach 12-tägiger Lagerung zeigten die glykierten 
Ölproben in Abhängigkeit der Erhitzungsdauer ein unterschiedliches MDA-Inhibierungsverhalten. Der 
MDA-Gehalt der für 20 min erhitzten Ölproben wurde zu 3,8 ± 2,0 (RPH 0,01 %) bzw. 10 ± 2 (RPH 
0,07 %) bestimmt und nach 80-minütiger Erhitzung zu 6,0 ± 4,4 (RPH 0,01 %) bzw. 4,2 ± 2,8 (RPH 
0,07 %). Für die mit 0,01 % versetzten Reisproteinhydrolysat-Ölproben konnte demnach verglichen zur 
unbehandelten Reisproteinhydrolysat-Ölprobe sowohl nach 20 als auch 80-minütiger Erhitzung eine 
Inhibierung der MDA-Bildung um 63 bzw. 40 % erzielt werden. Im Gegensatz dazu wurde für die mit 
0,07 % versetzten Reisproteinhydrolysat-Ölproben lediglich nach 80-minütiger Erhitzung eine 
Inhibierung der MDA-Bildung um 50 % erreicht. Ausgehend von den oben dargestellten Ergebnissen 
ergab sich folgende Rangfolge hinsichtlich des aufsteigenden Gehaltes an freiem MDA, bezogen auf 
den mitgeführten Blindwert: RPH 0,01 % t1 < RPH 0,07 % t2 < RPH 0,01 % t2 << RPH 0,07 % << RPH 
0,01 % < RPH 0,07 % t1. Die ohne internen Standard ermittelten Werte bestätigen die angegebene 
Reihenfolge mit Ausnahme der letzten beiden Positionen (Tabelle 4-30). Alfawaz et al. (1994) 
bestimmten die antioxidative Aktivität von Maillard-Reaktionsprodukten (1 %) aus Glucose und 
enzymatisch hydrolysiertem Ei-Albumin oder Sojaproteinisolat in gekochtem Rinderhackfleisch nach 
8-tägiger Kühllagerung mittels TBARS-Assay zu durchschnittlich 70 %.  




Tabelle 4-30: Inhibierung der MDA-Bildung in %, ausgewertet mit (MDA/MDA-d2) bzw. ohne (MDA/MDA-d2) 
den internen Standard MDA-d2. 
 
MDA/MDA-d2 MDA/MDA-d2 
RPH 0,01 % RPH 0,07 % RPH 0,01 % RPH 0,07 % 
t0 X-t1 X-t2 t0 X-t1 X-t2 t0 X-t1 X-t2 t0 X-t1 X-t2 






Abbildung 4-50: MDA-Gehalte in mg/kg Fett von Reisproteinhydrolysat in den Konzentrationen 0,01 und 0,07 % 
– unbehandelt, t1 20 min und t2 80 min bei 60 °C erhitzt (n = 3). 
 
 
Die Verringerung der Erhitzungszeit zur Bildung der Maillard-Reaktionsprodukte von 60 auf 10 min 
ging mit einer verringerten antioxidativen Aktivität einher (ca. 40 %). In den Studien von Dong et al. 
(2012, 2011) bewirkte die Zugabe von Maillard-Reaktionsprodukten von mit Alcalase-hydrolysiertem 
Natriumcaseinat bzw. β-Lactoglobulin und Glucose keine gesteigerte Inhibierung der Lipidperoxidation 
einer Fischöl/Wasser-Emulsion (TBARS-Assay). Insbesondere die verwendeten Prozessparameter zur 
Herstellung der Maillard-Reaktionsprodukte scheinen demnach von maßgeblicher Bedeutung für deren 
antioxidative Aktivität. Verglichen zum ABTS-Assay muss bei dem durchgeführten Lagerungsversuch 
(12 Tage bei 60 °C) von einer Weiterreaktion der Xylose mit den Bestandteilen des Reisprotein-
hydrolysates sowie einer fortschreitenden Maillard-Reaktion und damit von einem sich ändernden 










































2013; Wang & Ho 2012). Befinden sich die Reaktionsteilnehmer vorwiegend in der wässrigen Phase 
(0,02 % im Öl), so sollte die Geschwindigkeit der Maillard-Reaktion in den mit 0,07 % 
Reisproteinhydrolysat versetzten Proben größer sein als in denen, die lediglich 0,01 % RPH enthielten. 
Für letztere deutete sich an, dass die zunehmende Erhitzungsdauer – t1 zu t2 – mit einer verringerten 
MDA-Inhibierungs-Aktivität einhergeht. Unter der Annahme, dass mit weiter steigender Erhitzungs-
dauer die antioxidative Wirkung zunächst abnimmt, könnte dies eine Erklärung für die Erkenntnisse zur 
Ölprobe MRP-(0,07 %)RPH t1 sein, für die keine inhibierende Wirkung auf die MDA-Bildung 
beobachtet werden konnte. Als Ursache kann beispielhaft die Überlagerung von antioxidativen und 
prooxidative Effekten, beschrieben für Aminoreduktone (Pischetsrieder et al. 1998), angeführt werden. 
Die Inhibierung der MDA-Bildung durch Probe MRP-(0,07 %)RPH t2 könnte auf eine durch Maillard-
Reaktionsprodukte bedingte Erhöhung der emulgierenden Eigenschaften und damit auf eine erhöhte 
Grenzflächenaktivität der antioxidativ wirkenden Verbindungen zurückgeführt werden (Damodaran 
2005). Wiederum müssten zur Charakterisierung des Struktur-Wirkzusammenhangs die Maillard-
Reaktionsprodukte zeitabhängig in den Inkubationsansätzen identifiziert und quantifiziert werden. 
 
4.4.5 Zusammenfassung 
Unter Nutzung eines in vitro Testsystems (ABTS-Assay) konnte die im Vergleich zu synthetischen und 
natürlichen Antioxidantien sehr gute antioxidative Aktivität der Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin 
sowie der Hydrolysate aus Reis- und Molkenprotein, welche reich an tryptophan- und tyrosinhaltigen 
Dipeptiden waren, nachgewiesen werden. Eine hydrolytische Spaltung der Proteine stellte sich dabei als 
notwendige Voraussetzung zur Freisetzung des antioxidativen Potentials heraus. Des Weiteren wiesen 
die reinen Aminosäuren verglichen zu den korrespondierenden Dipeptiden ein höheres antioxidatives 
Potential auf, was in Korrelation zu der gegenüber Tryptophan und Tyrosin durchschnittlich um Faktor 
30 geringeren antioxidativen Aktivität der untersuchten Proteinhydrolysate stand. Die Untersuchung der 
antioxidativen Aktivität unter Nutzung einer Wasser(0,02 %)/Öl-Matrix mittels Ranzimat-Methode 
ergab ebenfalls für die Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin eine gegenüber den Proteinhydrolysaten 
durchschnittlich höhere antioxidative Aktivität, die jedoch allgemein eher als gering einzustufen war. 
Die Quantifizierung der Lipidperoxidationsprodukte MDA und Hexanal nach der Lagerung von 
Sonnenblumenöl über einen Zeitraum von 12 Tagen mit und ohne Zusatz der Aminosäuren und 
Hydrolysate ergab für Tyrosin und Reisproteinhydrolysat konzentrationsabhängig eine schwach bis 
moderate antioxidative Aktivität. Abschließend wurde in der orientierenden Studie zum Einfluss des 
Reisproteinhydrolysates auf die Lipidperoxidation im Hackfleisch-Inkubationsmodell die 
konzentrationsabhängige Inhibierung von MDA(-Äquivalenten, TBARS-Assay) des Reisprotein-
hydrolysates bestätigt. Erste Versuche zeigten zudem, dass Maillard-Reaktionsprodukte aus Reis- und 





5 Ausblick und orientierende weiterführende Studien 
 
5.1 ACE-inhibitorische Aktivität und Verfügbarkeit 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das ACE-inhibitorische Potential 
speziell hydrolysierter Proteine maßgeblich auf einzelne Peptide zurückgeführt werden kann. Für 
Pflanzenproteine konnte dahingehend die hohe Bedeutung tyrosinhaltiger Dipeptide, insbesondere des 
Isoleucyl-Tyrosins, nachgewiesen werden. Dessen hoher Gehalt in den entsprechenden pflanzlichen 
Proteinhydrolysaten sowie die nachgewiesene C-Domänenselektivität als auch vergleichsweise hohe 
gastrointestinale Stabilität zeigen das vielversprechende ACE-inhibitorische Potential in vivo an, 
welches durch Interventionsstudien genauer charakterisiert werde sollte. Des Weiteren gelang es im 
Rahmen der Untersuchungen erstmals das domänenselektive Verhalten von Plasma-ACE nach 
Aufnahme des potenten Dipeptides Isoleucyl-Tryptophan (IW) zu charakterisieren. Die scheinbar IW-
induzierte C-domänenselektive Hemmung des zu 98 % überwiegend auf der Oberfläche endothelialer 
Blutgefäße lokalisierten ACEs könnte die Folge einer N-Domänen vermittelten Dimerisierung sein, 
welche über das etablierte Messsystem durch die Reduktion der N-Domänenaktivität detektiert wurde. 
Zur Absicherung dieses Phänomens bedarf es weiterer Untersuchungen, die sich insbesondere 
spezifischen Untersuchungsmethoden, wie der Analyse des Bindungsverhaltens domänenspezifischer 
Antikörper, bedienen sollten. In einem weiteren Schritt sollte dieses Phänomen nach oraler Gabe 
synthetischer sowie C- oder N-domänenselektiver Inhibitoren weiter evaluiert werden. 
 
5.1.1 Speichel als Probenmatrix  
Die zur Analyse der Bioverfügbarkeit sowie ACE-inhibitorischen Hemmstärke verwendeten Blutproben 
werden durch invasive und zudem sehr aufwendige Probenahmesysteme generiert. Zurzeit gilt daher ein 
großes Bestreben Testsysteme unter Nutzung alternativer Matrices zu etablieren. Speichel wird als 
Blutfiltrat diskutiert und gewinnt demnach zunehmend zur Analytik oral verfügbarer Substanzen an 
Bedeutung. Bis heute stellt Speichel als Probematrix jedoch hinsichtlich reproduzierbarer Messdaten 
eine analytische Herausforderung dar. In orientierenden Studien wurde die Eignung von Speichel als 
ACE-Quelle und zur Bestimmung der ACE-inhibitorischen Aktivität des synthetischen Inhibitors 
Lisinopril sowie repräsentativ für Peptide für das potente Dipeptid IW untersucht. Des Weiteren wurde 
einerseits der Speichel auf endogene Gehalte an tryptophanhaltigen Dipeptiden, Tryptophan und 






Neben des Nachweises endogener Level von Tryptophan und Kynurenin in humanem Speichel 
(nüchtern) gelang erstmals auch eine Quantifizierung endogener IW- und WL-Gehalte, exemplarisch 
dargestellt in Abbildung 5-1. Der durchschnittliche Gehalt an IW wurde zu 3,3 ± 1,1 nmol/L und an WL 
zu 7,9 ± 3,4 nmol/L bestimmt. Für Tryptophan und Kynurenin wurden die Gehalte zu 1,1 ± 0,7 µmol/L 
und 5,1 ± 1,9 nmol/L ermittelt. Der große Schwankungsbereich der einzelnen Verbindungen resultiert 
aus hohen intra- sowie interindividuellen Unterschieden. In Inkubationsversuchen konnte für Speichel 
eine hohe proteolytische Aktivität nachgewiesen werden, die mit einer deutlichen Instabilität der 
Dipeptide einherging. Weiterführende Untersuchungen ergaben, dass EDTA geeignet ist, die 
Wiederfindung der einzelnen Verbindungen deutlich zu erhöhen. Analog zum Blutplasma könnten 
daher Metalloproteasen für den proteolytischen Abbau verantwortlich sein. Der Vergleich der Gehalte 
mit denen im Blutplasma ergab, dass die Dipeptide in einem vergleichbaren Größenbereich lagen jedoch 
Tryptophan und Kynurenin im Speichel deutlich, um bis zu Faktor 100, geringer konzentriert vorliegen. 
Zur Absicherung der Gehalte bedarf es einer weiteren Optimierung der Probenaufarbeitung, wobei sich 
die Nutzung von Salivetten anbietet. Die Aufnahme von in Wasser gelöstem IW oder Molkenprotein-
hydrolysat und die anschließende Quantifizierung der oben genannten Verbindungen im Speichel eines 
Probanden ergab eine bis zu 60 min nachweisbare Akkumulation dieser Verbindungen im Speichel bzw. 
Mundraum. Zur ersten Charakterisierung einer alimentären Beeinflussung von IW im Speichel nach 
Aufnahme in die Blutzirkulation wurde daher eine mit IW-gefüllte Kapsel oral verabreicht, um den 
Kontakt im Mundraum zu unterbinden. Aus den Erkenntnissen deutet sich eine geringe Beeinflussung 
des Tryptophangehaltes um bis zu Faktor 8 nach etwa zwei Stunden nicht jedoch des IW-Gehaltes im 
Speichel an. Die Untersuchungen sollten reproduziert und gegebenenfalls mit höheren 
Applikationsmengen wiederholt werden. Zudem sollten zur Vergleichbarkeit analoge Messungen im 
Blutplasma durchgeführt werden, da bisher keine Daten zur IW-Freisetzung und zum Anstieg der 
endogenen Plasmakonzentration nach Verabreichung einer mit IW-gefüllten Kapsel vorliegen.  
 
Des Weiteren konnte im Speichel erstmals eine für das ACE charakteristische Aktivität nachgewiesen 
werden. Eine Absicherung der Identifizierung beispielhaft unter Nutzung ausgewählter Antikörper ist 
notwendig. Für die orientierenden Untersuchungen wurde das domänenunspezifische Substrat Abz-
FRK(Dnp)P-OH verwendet. Die Umsetzung des Substrates durch im Mundraum vorliegende Matrix-
Metalloproteasen (MMP) wurde nach Etablierung eines geeigneten Testsystems ausgeschlossen. Die 
Enzymkenngrößen K‘ und vmax unter Nutzung von Abz-FRK(Dnp)P-OH wurden zu 8,9 ± 1,3 µmol/L 
und 19 ± 5 µmol/minL bestimmt und lagen zu denen von Plasma-ACE im vergleichbaren Bereich (K‘ 
= 10 µmol/L und vmax = 20-25 µmol/minL). Die Übereinstimmung der charakteristischen Kenngrößen 
wurde mit einem zweiten ACE-Testsystem (HHL) bestätigt. Die Aktivität des Speichel-ACEs wurde zu 
etwa 0,5 U/L abgeschätzt und lag damit deutlich unter dem des Plasma-ACEs mit durchschnittlich 
5 U/L. In Abhängigkeit der eingesetzten Konzentration an Speichel oder Plasma im Assay wurden 







Abbildung 5-1: LC-ESI-MS/MS-Chromatogramme (vgl. Kap. 3.2.8.2) eines Kalibrierpunktes von IW bzw. WL 
mit c = 5 nmol/L (A) mit den zugehörigen internen Standards mit c = 8 nmol/L (B) in Wasser sowie endogene 
Level an IW bzw. WL in einer humanen Speichelprobe (nüchtern) und Dotierung der internen Standards (D). 
































































































































































A IW (MRM: 318 zu 86 m/z)  WL (MRM: 318 zu 301 m/z)   :    /    :    /  
B 13C615N-IW (MRM: 325 zu 92 m/z) W-13C615N-L (MRM: 325 zu 308 m/z) 
D 13C615N-IW (MRM: 325 zu 92 m/z) W-13C615N-L (MRM: 325 zu 308 m/z) 





Während die Aktivität des Plasma-ACEs bis zu einer Einsatzkonzentration von etwa 20 % anstieg und 
danach stark abfiel, was auf endogene Inhibitoren im Plasma zurückgeführt werden kann, verfolgte die 
Speichel-Enzymaktivität einen leichten fast linearen Anstieg, weshalb endogenen Inhibitoren eine 
geringere Bedeutung zugesprochen wurde. Zur Charakterisierung der Hemmwirkung des 
Speichelenzyms wurde der synthetische Inhibitor Lisinopril eingesetzt und der IC50-Wert zunächst im 
Bereich von 1 bis 10 nmol/L bestimmt (Tabelle 5-1). Ein zu beobachtendes interessantes Phänomen 
stellte die Abhängigkeit der Hemmstärke des Lisinoprils von der endogenen Enzymaktivität im Speichel 
dar. Dabei war die Hemmwirkung umso stärker je höher die Grundaktivität im Speichel war. Durch die 
Bildung der Verhältnisse aus Hemmstärke zu Ausgangsaktivität konnten Unterschiede jedoch 
ausgeglichen und eine vergleichbare Hemmstärke erzielt werden, was sich anhand der berechneten 
Variationskoeffizienten zeigt (Tabelle 5-1). Der daraus abgeleitete IC50-Wert wurde zu 0,4 nmol/L 
bestimmt und entsprach damit sehr gut dem des Plasma-ACEs von 0,6 nmol/L. Warum die Auswertung 
erst ab einer gewissen Grund-aktivität gegeben ist, kann bis dato nicht erklärt werden. Die Hemmstärke 
von Lisinopril zeigte sich unabhängig von der Speichelkonzentration eines Speichelpools mit 
ausreichender Grundaktivität, sodass Verdünnungseffekte zur Beschreibung des oben genannten 
Phänomens ausgeschlossen werden können. Eine geringe Grundaktivität kann mit einer veränderten 
Speichelzusammensetzung, wie einem hohen Mucinanteil und differenter Viskosität einhergehen, wobei 
endogene Inhibitoren angereichert werden könnten. Für IW wurde eine 50%-ige Inhibierung der 
Enzymaktivität bei einer Konzentration von 100 µmol/L detektiert. Verglichen mit dem IC50-Wert des 
Plasma-ACEs von 38 µmol/L, wurde die geringere Hemmstärke auf die hohe proteolytische Aktivität 
des Speichels zurückgeführt. Zur Unterscheidung der proteolytischen Aktivität verschiedener Matrices 
müsste ein geeignetes Testsystem etabliert werden. 
 
 
Tabelle 5-1: Enzyminhibierung durch Lisinopril (10 nmol/L) in Abhängigkeit der Aktivität der Kontrolle sowie 
das Verhältnis aus Inhibierung zur Aktivität der Kontrolle und die zugehörigen Variationskoeffizienten (VK). 
 
 Aktivität Kontrolle [AFU/min]  
 5,8 10,1 14,4 15,2 15,3 17,2 VK % 
Inhibierung % 1,2 50 70 66 66 78 14 
Inhibierung/Aktivität Kontrolle 0,2 4,9 4,8 4,3 4,3 4,5 6 
 
 
Anhand der dargestellten Ergebnisse zeigt sich deutlich, dass, unter der Voraussetzung eines 
Nachweises, dass es sich bei dem Enzym tatsächlich um ACE handelt, Speichel als Alternativmedium 
zur Abschätzung des Hemmverhaltens ACE-inhibitorischer Verbindungen Anwendung finden kann. 
Aufgrund der hohen proteolytischen Aktivität beschränkt sich die Analyse allerdings vorwiegend auf 




peptidischer Verbindungen ungeeignet. Um die Reproduzierbarkeit von Messdaten zu erhöhen, wäre es 
sinnvoll, geeignete Bezugsgrößen sowohl für die Enzymaktivität als auch für die Quantifizierung der 
Dipeptide zu identifizieren und anzuwenden. Die Nutzung von endogenen Gehalten an Coffein oder 
seiner Metabolite stellte sich aufgrund großer Konzentrationsunterschiede als ungeeignet heraus. Erste 
Versuche haben jedoch gezeigt, dass die Korrelation strukturähnlicher Dipeptide als auch der 
Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin lineare Verläufe aufzeigt. In diesem Zusammenhang sollte ferner 







6 Zusammenfassung  
 
Proteinhydrolysate gewinnen als Bestandteil von Lebens- und Futtermitteln zunehmend an Bedeutung. 
In Abhängigkeit ihrer Sequenz können darin enthaltene Peptide über Wechselwirkungen mit dem 
Angiotensin-Converting Enzym (ACE), welches eine Schlüsselfunktion bei der Blutdruckregulation 
einnimmt, physiologisch wirken und damit einen Beitrag zur Gesunderhaltung leisten oder hinsichtlich 
antioxidativer Eigenschaften einen positiven Effekt auf die Lagerstabilität und damit Qualität der 
Produkte ausüben. In der vorliegenden Arbeit sollte einerseits die ACE-inhibierende Aktivität von 
Pflanzenproteinen im Vergleich zum Molkenprotein hinsichtlich Struktur-Wirkbeziehungen und 
gegenüber verschiedenen ACE-Spezies charakterisiert werden. Aufgrund der proteolytischen 
Instabilität peptidischer Strukturen sollten weiterhin Wechselwirkungen zwischen Peptiden und 
Cyclodextrinen zur Steigerung der Stabilität evaluiert werden. Des Weiteren sollte das antioxidative 
Potential ausgewählter Proteinhydrolysate zunächst in vitro und anschließend unter Nutzung einer 
Lebensmittelmatrix abgeschätzt werden. 
 
Charakterisierung der ACE-inhibierenden Aktivität von Pflanzenproteinen  
Unter Nutzung des Modellenzyms k-ACE wurde für die ausgewählten Pflanzenproteine (Reis, Soja, 
Erbse und Weizen) eine gesteigerte Freisetzung des ACE-inhibitorischen Potentials nach zweistufiger 
Hydrolyse mit Chymotrypsin und Thermolysin (C/T) gegenüber der einstufigen Hydrolyse mit Alcalase 
nachgewiesen. Über Größenausschlusschromatographie konnte für die Proteine für beide Hydrolyse-
formen eine vergleichbare Verdaubarkeit nachgewiesen werden, sodass das ACE-inhibitorische 
Potential der C/T-Hydrolysate auf die Spaltspezifität der eingesetzten Hydrolyseenzyme zurückzu-
führen war. Die IC50-Werte der C/T-Hydrolysate von Reis, Soja, Erbse und Weizen lagen im Bereich 
zwischen 27 und 39 mg/L. Als Referenz wurde das gleich behandelte und in der einschlägigen Literatur 
als potent eingestufte Molkenproteinhydrolysat mitgeführt (IC50 = 14 mg/L). Aus dem Vergleich kann 
für die Pflanzenproteinhydrolysate ein hohes ACE-inhibitorisches Potential abgeleitet werden. Sowohl 
die Bedingungen der durchgeführten Hydrolyse als auch die Methodik zur Bestimmung der ACE-
Aktivität wurden zunächst auf die Pflanzenproteine übertragen und optimiert. Die Anwendung von 
Fraktionierungstechniken, wie der Ultrafiltration und Butanolextraktion, ergab weiterhin, dass potente 
Peptide vorwiegend in der niedermolekularen (< 1000 Da) sowie hydrophoben Fraktion der 
entsprechenden Hydrolysate lokalisiert waren. Zur Identifizierung und Quantifizierung peptidischer 
Verbindungen wurden folglich die Butanolextrakte der Proteinhydrolysate verwendet. Sowohl in den 
ausgewählten Extrakten der Pflanzenproteinhydrolysate als auch dem Extrakt des Molkenprotein-
hydrolysates konnten mithilfe chromatographischer und massenspektrometrischer Methoden nahezu 




/fluorometrischer und massenspektroskopischer Methoden quantifiziert werden. Zur Rückführung des 
ACE-inhibitorischen Potentials wurden eine Vielzahl unterschiedlich zusammengesetzter Standardmixe 
aus den quantifizierten Dipeptiden, jeweils in der zum IC50-Wert des Extraktes des jeweiligen 
Proteinhydrolysates äquivalenten Konzentration, hergestellt. Anhand der ermittelten Hemmstärke 
konnten durchschnittlich 50 bis 80 % der ACE-inhibitorischen Aktivität der pflanzlichen Hydrolysate 
erklärt und auf die vier Dipeptide IW und VW sowie IY und VY zurückgeführt werden. Zudem ließ sich 
für die tyrosinhaltigen Dipeptide ein höherer Anteil an der Gesamthemmung pflanzlicher Hydrolysate 
nachweisen, was mit den Gehalten der entsprechenden Aminosäure in den untersuchten Proteinquellen 
korrelierte. Im Vergleich dazu wurde die inhibierende Wirkung des Molkenproteinhydrolysates nahezu 
vollständig über IW und VY erklärt, wobei ersterem die maßgebliche Bedeutung zuteil wurde. 
 
Inhibitorische Aktivität von Dipeptiden/Proteinhydrolysaten auf die Domänen von humanem und 
Rattenplasma-ACE  
Zur Untersuchung des inhibitorischen Verhaltens von Dipeptiden und Proteinhydrolysaten auf die 
C- und N-Domäne des ACEs in humanem (hACE) und Rattenplasma (rACE) wurde zunächst die 
Umsetzung der verwendeten domänenselektiven Substrate in den zwei Plasmen charakterisiert. Die 
Auswirkung der Unterschiede der Aminosäurezusammensetzung und demnach Struktur der Domänen 
der verschiedenen Spezies wurde anschließend mithilfe des synthetischen Inhibitors Lisinopril näher 
untersucht. In der einschlägigen Literatur wird Lisinopril als C-domänenselektiv mit einem 
Selektivitätsfaktor von 10 beschrieben. Die vergleichende Betrachtung der Hemmstärken und die sich 
daraus ableitenden Selektivitätsfaktoren ergaben für die C-Domäne des rACEs eine gegenüber 
Lisinopril verringerte Bindungsaffinität. Ausgehend davon ließ sich für Lisinopril eine unter 
Verwendung von rACE vorhandene jedoch gegenüber hACE verringerte C-Domänenselektivität 
nachweisen. Die Untersuchung der Dipeptide IW und VW sowie IY und VY ergab für die 
tryptophanhaltigen Dipeptide eine in hACE und rACE vergleichbare, für die tyrosinhaltigen Analoga 
hingegen eine um Faktor 2 gesteigerte, C-Domänenselektivität im rACE, was höchstwahrscheinlich in 
den Aminosäuremutationen der interagierenden Bindungstaschen der C-Domäne des rACEs begründet 
lag. Aus dem Vergleich der absoluten Hemmstärken und der Durchführung von Inkubationsansätzen 
ließ sich ferner für Ratten- eine gegenüber humanem Plasma gesteigerte proteolytische Aktivität 
ableiten. Unter Nutzung von hACE konnte für die untersuchten Pflanzenproteinhydrolysate eine zum 
Molkenproteinhydrolysat gleichwertige Hemmung der C-Domäne aber um Faktor 2 bis 3 gesteigerte 
Hemmung der N-Domäne nachgewiesen werden. Anhand der berechneten Selektivitätsfaktoren ließ 
sich somit für die Pflanzenproteinhydrolysate ein schwach N- (0,5 bis 1,0) und für 
Molkenproteinhydrolysat (2,1) ein C-domänenselektives Verhalten ableiten. Infolge der 
Butanolextraktion konnte die C-Domänenselektivität gesteigert werden, bedingt durch die Anreicherung 
kurzkettiger hydrophober Peptide. Die Analyse von Standardpeptidmixen ergab, dass sowohl für die 





und VW sowie IY und VY verantwortlich waren. Im rACE konnte für alle untersuchten 
Proteinhydrolysate eine Steigerung des C-domänenselektiven Verhaltens um bis zu Faktor 2 
nachgewiesen werden. Dies korrelierte mit der erhöhten C-Domänenselektivität von IY und VY 
gegenüber rACE verglichen zum hACE. 
 
In einer orientierenden Studie wurde das domänenselektive Verhalten von humanem Plasma ACE nach 
oraler Aufnahme von IW in Citrat- sowie EDTA-Plasma untersucht. Die Aufnahme von IW resultierte 
in einem zeitabhängigen Anstieg der endogenen Plasmakonzentration und einer Reduktion der ACE-
Aktivität im Citrat-Plasma. Die Erhöhung der Plasmakonzentration ging dabei mit einer gesteigerten 
Hemmwirkung einher, die hinsichtlich des Verlaufs mit dem von IW korrelierte. Als Ursache wurden 
verdünnungsbedingte Dissoziationseffekte sowie Konformationsänderungen diskutiert. Zur Analyse der 
ACE-Aktivität in EDTA-Plasma wurde zunächst eine geeignete Methode etabliert. Das in 
EDTA-Plasma reaktivierte ACE wies ein zum Citrat-Plasma-ACE vergleichbares sogar gering 
gesteigertes Hemmverhalten gegenüber IW auf. Dies war auf die deutlich verringerte proteolytische 
Aktivität in EDTA-Plasma zurückzuführen, welche in Inkubationsversuchen bestätigt werden konnte. 
Analog zum Citrat-Plasma konnte in reaktiviertem EDTA-Plasma eine Verringerung der ACE-Aktivität 
nach oraler Aufnahme von IW, die zudem mit dem Verlauf von hochkonzentriertem Citrat-Plasma 
korrelierte, detektiert werden. Weder in Citrat- noch in reaktiviertem EDTA-Plasma war, aufgrund der 
hohen Standardabweichungen, eine reproduzierbare Auswertung der ACE-Aktivität nach dem Einsatz 
domänenselektiver Substrate möglich. Um dennoch ein domänenselektives Verhalten zu 
charakterisieren, wurde in einem weiteren Testsystem jeweils das N- bzw. C-domänenselektive Substrat 
als kompetitiver Inhibitor eingesetzt. Anhand der generierten Daten ließen sich erste Erkenntnisse zu 
einer möglichen IW-induzierten Änderung der Aktivität der N-Domäne des Plasma-ACEs ableiten. 
Unter Berücksichtigung der einschlägigen Literatur könnten Erklärungsansätze im Anteil kompetitiver 
Inhibitoren oder in einer Konformationsänderung des ACEs begründet liegen, die infolge einer 
C-domänenselektiven Inhibierung membranständigen ACEs resultiert. 
 
Wechselwirkungen von Dipeptiden mit Cyclodextrinen  
Zur Charakterisierung von Cyclodextrin-Komplexen mit aromatischen Aminosäuren sowie 
korrespondierenden Dipeptiden wurden UV- und fluorometrische Methoden sowie NMR-Techniken 
verwendet. Die Ausbildung echter Einschlussverbindungen wurde für Tryptophan und α- bzw. β-
Cyclodextrin, infolge der direkten Wechselwirkung der aromatischen Einheit mit der hydrophoben 
Kavität des Cyclodextrins über ROESY-NMR, nachgewiesen. Die Stöchiometrie der Cyclodextrin-
/Tryptophan-Komplexe betrug 1:1, berechnet mittels Job‘s-Plot-Methode. Mithilfe der 1H-NMR-
Methode wurden Bindungskonstanten ausgewählter Protonen des hydrophoben Anteils der 
Aminosäureseitenkette unter Zusatz von α-, β- und γ-Cyclodextrin für Tyrosin und Phenylalanin bis zu 




Aminosäuren aber insbesondere mit Tryptophan zu den stabilsten Komplexen. Für peptidgebundenes 
Tryptophan wurde eine weitere Steigerung der Bindungsstärke erzielt, insbesondere beim Vorliegen von 
C-terminalem Tryptophan. Ausgehend davon ließ sich ein Einfluss der Protonierung der 
Carboxylgruppe verglichen zu dem der Aminogruppe ableiten. Dass insbesondere β-Cyclodextrin zur 
Ausbildung von stabileren Komplexverbindungen führt, konnte im Rahmen der durchgeführten 
Versuche zur gastrointestinalen Verdauung bestätigt werden. Für ausgewählte tryptophan- und 
tyrosinhaltige Dipeptide (IW, VW, IY und VY) konnte in Anwesenheit von β-Cyclodextrin nach ein- 
bzw. vierstündigem Verdau eine gesteigerte Wiederfindung um Faktor 2 bzw. 4 erzielt werden. Der 
Verdau von Dipeptiden innerhalb einer Hydrolysatmatrix resultierte in einer deutlichen Steigerung ihrer 
proteolytischer Stabilität, die lediglich durch die Zugabe von β-Cyclodextrin einer weiteren Erhöhung 
um bis zu 50 % unterlag. Untersuchungen der reinen Cyclodextrine ergaben für α- und β-Cyclodextrin 
eine hohe Stabilität und für γ-Cyclodextrin eine deutliche Instabilität. Ausgehend davon eignet sich vor 
allem β-Cyclodextrin als Additiv zur Stabilitätserhöhung von Dipeptiden mit aromatischen 
Aminosäuren. Darüber hinaus konnte durch die Zugabe von β-Cyclodextrin und zu geringerem Anteil 
γ-Cyclodextrin nicht jedoch α-Cyclodextrin zu Reisproteinhydrolysat eine signifikante Verringerung 
der Bitterkeit des Hydrolysates erzielt werden, was das Potential von β-Cyclodextrin zur Erhöhung der 
sensorischen Akzeptanz von Proteinhydrolysaten aufzeigt.  
 
Antioxidative Aktivität von Pflanzen- und Molkenproteinen 
Das antioxidative Potential der im Rahmen der Arbeit verwendeten Proteinhydrolysate sowie 
ausgewählter Aminosäuren wurde anhand von in vitro Methoden und im Lebensmittelmodell über das 
Ausmaß der Bildung flüchtiger Verbindungen (Ranzimat-Methode) sowie sekundärer Oxidations-
produkte (Malondialdehyd MDA und Hexanal) beurteilt. Während sich das DPPH-Assay zur 
Evaluierung der umfassenden antioxidativen Aktivität von Aminosäuren und Peptiden infolge der 
nahezu ausschließlichen Betrachtung des Cysteins als ungeeignet herausstellte, konnte mithilfe des 
ABTS-Assays zunächst für die Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin eine zu den synthetischen und 
natürlichen Antioxidantien vergleichbare sogar teils gesteigerte antioxidative Aktivität ermittelt werden 
(Tyrosin > Quercetin > Tryptophan > Propylgallat > BHT > Octylgallat > Ascorbinsäure > 
Ascorbylpalmitat > α-Tocopherol > Glutathion). Im Dipeptid gebundenes Tryptophan als auch Tyrosin 
wies eine verringerte Wirksamkeit auf, wobei keine signifikanten sequenzabhängigen Unterschiede 
detektiert werden konnten. Proteinhydrolysate wiesen eine zu den beiden aromatischen Aminosäuren 
durchschnittlich um Faktor 30 geringere antioxidative Aktivität auf, was aufgrund der geringeren 
Gehalte der für die Wirksamkeit verantwortlichen Aminosäuren innerhalb der Hydrolysate erwartet 
wurde. Ein Mix aus Tryptophan und Tyrosin in äquivalenter Menge bezogen auf deren Gehalt in den 
Hydrolysaten ergab eine um Faktor 40 gesteigerte Aktivität, was wiederum die Reduktion des 
antioxidativen Potentials dieser Aminosäuren im Peptidverband bestätigte. Für mit Thermolysin 





Analoga tendenziell höhere Aktivitäten bestimmt werden. Die Untersuchung der antioxidativen 
Aktivität (ausgedrückt über den Aktivitätsindex AAI) einer Wasser(0,02 %)/Öl-Emulsion mittels 
Ranzimat-Methode ergab für die Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin mit AAIs bis zu 1,15 eine 
gegenüber den Proteinhydrolysaten mit AAIs bis zu 1,11 durchschnittlich höhere antioxidative 
Aktivität, die jedoch allgemein eher als schwach einzustufen war (Ascorbylpalmitat > BHT >> Tyrosin 
≈ Tryptophan ≈ Molken- ≈ Reisproteinhydrolysat). Dies lag höchstwahrscheinlich in der Polarität der 
Verbindungen begründet, infolgedessen sich die Aminosäuren und Peptide bevorzugt in den 
Wasserbläschen anlagern und nicht an der oxidationsempfindlichen Luft-Öl-Schnittstelle befinden. Die 
Bestimmung der Lipidperoxidationsprodukte MDA und Hexanal nach 12-tägiger Lagerung von 
Sonnenblumenöl ergab insbesondere für Tyrosin und konzentrationsabhängig für Reisproteinhydrolysat 
(RPH) eine deutliche als schwach bis moderat einzustufende antioxidative Wirksamkeit. Unter Angabe 
der eingesetzten Konzentrationen ergab sich folgende aufsteigende Rangfolge hinsichtlich des Gehaltes 
an detektiertem Oxidationsprodukt (BHT 0,01 % << Tyrosin 0,004 % < RPH 0,07 % < Tryptophan 
0,006 % ~ RPH 0,01 %.). Das konzentrationsabhängige antioxidative Potential von Reisprotein-
hydrolysat konnte unter Verwendung eines Hackfleisch-Inkubationsmodells über die relative Bildung 
von MDA-Äquivalenten bestätigt werden. Des Weiteren konnte sowohl in vitro als auch im Öl-Modell 
gezeigt werden, dass Maillard-Reaktionsprodukte aus Reis- und Molkenproteinhydrolysat zu einer 
weiteren Steigerung des antioxidativen Potentials dieser beitragen können. 
 
 
Anhand der dargestellten Erkenntnisse kann für die untersuchten Pflanzenproteinhydrolysate ein 
ausgesprochen gutes den potenten Milchproteinhydrolysaten vergleichbares ACE-inhibitorisches 
Potential als auch eine konzentrationsabhängige antioxidative Aktivität abgeleitet werden. Insbesondere 
Reisproteinhydrolysat erwies sich als potente Quelle physiologischer als auch antioxidativ wirksamer 
Peptide. Aufgrund des hohen Nährwertes als auch seiner hypoallergenen Eigenschaften verglichen mit 
anderen Cerealien oder Hülsenfrüchten ist dieses Protein am besten geeignet Milchproteine zu ersetzen 
(Fiocchi et al., 2003; Reche et al., 2010; Zhao, Xiong, et al., 2012). Die beiden beschriebenen 
Wirksamkeiten lassen sich vorwiegend auf die Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin beziehungsweise 
die korrespondierenden Dipeptide zurückführen. Da die antioxidative Aktivität jedoch mit einem 
oxidativen Abbau der genannten Aminosäuren und damit mit einem Verlust der Bioaktivität 
einhergehen kann, können Proteinhydrolysate nicht zur Ausübung beider Wirksamkeiten Anwendung 
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